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Zusammenfassung

DC-SIGN ist ein Protein aus der Familie der C-Typ Lektine und besitzt eine charakteris-
tische Kohlenhydraterkennungsdomane, die eine Ca?* abhangige Bindung von Kohlen-
hydraten ermoglicht. DC-SIGN reguliert unter anderem Dendritischen Zellen und beein-
flusst deren Migration und Adhasion. Aulerdem spielt es eine wichtige Rolle bei Ent-
zundungsreaktionen, der Aktivierung von T-Zellen oder der Regulation der Immunant-
wort. Unter physiologischen Bedingungen wird die Homdostase aufrechterhalten, unter
pathologischen wird die Ausschuttung proinflammatorischer Mediatoren stimuliert. Da-
her wird auch eine Beteiligung bei der Entstehung von Autoimmun- oder Entziindungs-
krankheiten diskutiert. Ein weiterer Punkt ist die Rolle von DC-SIGN bei der Umgehung
der Immunantwort durch Viren und anderer Pathogene.

Trotz des Interesses an DC-SIGN aufgrund seines madglichen therapeutischen Potenti-
als konnten noch keine arzneimittelahnlichen Molekile, die an die primare Bindestelle
von DC-SIGN binden, entwickelt werden, da diese sehr hydrophil ist. Vorige Studien
weisen jedoch auf die Existenz von sekundaren Bindestellen hin, die DC-SIGN potenti-
ell allosterisch beeinflussen konnten. Der Mechanismus dafur ist jedoch nicht bekannt.
Um die sekundaren Bindestellen und das dazugehdrige allosterische Netzwerk naher
zu charakterisieren wurden Molecular Dynamics-Simulationen durchgefihrt, die alloste-
rische Potential fir die sekundare Bindestelle vorhersagten. Als Folge davon wurde ei-
ne Hypothese Uber das allosterische Netzwerk von DC-SIGN erstellt. Basierend auf
diesen Ergebnissen wurden Mutanten des Proteins durch Austausch einzelner Amino-
sauren an vielversprechenden Positionen in der Sequenz erstellt. Mit Hinblick auf das
allosterische Netzwerk, konnten diese Mutationen zur Modulierung der sekundaren Bin-
destelle fuhren, was wiederum Faktoren wie die Konformationsanderung, Kohlenhyd-
ratspezifitat, Bindungsaffinitaten und auch die primare Bindungsstellen beeinflussen
konnte. Mit funktionalen Assays kdnnen WT und Mutanten verglichen werden.

Die Aufreinigung von DC-SIGN und seinen Mutanten erfolgt mittels FPLC uber eine
IMAC-Saule. Durch die Integration eines Autosamplers in das System ist es mdglich,

die automatische Aufreinigung mehrerer, verschiedener Proteinproben hintereinander

1



zu gewahrleisten. Dies erleichtert die Bereitstellung ausreichender Mengen von DC-
SIGN und seinen Mutanten fur weitere Experimente wie NMR und verschiedene As-

says.



Abstract

DC-SIGN is a protein of the C-type lectin superfamily and contains a characteristic car-
bohydrate recognition domain that enables Ca?*-dependent binding of carbohydrates.
Among other things, DC-SIGN regulates dendritic cells and influences their migration
and adhesion. In addition to that, it plays an important role in inflammatory responses,
activation of T-cells or regulation of the immune response. Under physiological conditi-
ons, homeostasis is maintained; under pathological conditions, the release of proin-
flammatory mediators is stimulated. Therefore, an involvement in the development of
autoimmune or inflammatory diseases is also discussed. Another aspect is the role of
DC-SIGN in evading the immune response by viruses and other pathogens.

Despite the interest in DC-SIGN because of its possible therapeutic potential, no drug-
like compounds which bind to the primary binding site of DC-SIGN have been develo-
ped yet, because it is highly hydrophilic. However, previous studies indicate the exis-
tence of secondary binding sites that could potentially allosterically affect DC-SIGN. The
mechanism for this is not known though.

To further characterize the secondary binding sites and the associated allosteric net-
work, molecular dynamics simulations were performed which predicted allosteric poten-
tials for the secondary binding site. Consequently, a hypothesis about the allosteric
network of DC-SIGN was made. Based on these results, mutants of the protein were
created by replacing individual amino acids at promising positions in the sequence. With
respect to the allosteric network of DC-SIGN, these mutations could lead to modulation
of the secondary binding site, which in turn could affect factors such as conformational
change, carbohydrate specificity, binding affinities, and also primary binding sites. Func-
tional assays can be used to compare WT and mutants.

Purification of DC-SIGN and its mutants is performed by FPLC over an IMAC column.
By integrating an autosampler into the system, it is possible to ensure automatic purifi-
cation of multiple, different protein samples in succession. This facilitates the provision
of sufficient amounts of DC-SIGN and its mutants for further experiments such as NMR

and various assays.
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1 Einleitung

1.1 C-Typ Lektine

1.1.1 Definition der C-Typ Lektin-Familie

C-Typ Lektinrezeptoren (CLRs) stellen eine grof3e Familie von glykanbindenden Protei-
nen (GBPs) dar, die eine charakteristische C-Typ-Lektin-Domane (CTLD) besitzen,
welche klassischerweise als Kohlenhydraterkennungsdomane (CRD = carbohydrate
recognition domain) definiert ist (Drickamer, 1999). Die Begriffe C-Type Lektin, CRD, C-
Typ-Lektin-Doméane, C-type lectin-like domain (auch CTLD) werden synonym verwen-
det. ,C-type lectin“ wurde als Bezeichnung gewahlt, um Ca?* abhangige (C-type) Koh-
lenhydrat bindende Proteine von anderen, Ca2* unabhéngigen zu unterscheiden. Die
Kohlenhydrat-Bindungs-Aktivitat wird durch die CRD vermittelt, welche in allen Ca?*
abhangigen Lektinen vorkommt (Zelensky and Gready, 2005).

CLRs erkennen komplexere Zuckereinheiten, die auf Glykoproteinen und -lipiden ex-
primiert werden. Auch Monosaccharide wie Mannose, Fucose und Galactose werden
spezifisch mit niedriger Affinitat erkannt. Die Spezifitat von CLRs scheint durch die Mul-
timerisierung der Rezeptoren, die Verzweigung der Kohlenhydratketten und das Pro-
tein-Backbone des Glykoproteins, welches die Kohlenhydratstruktur ausstellt, festgelegt

zu sein (Drickamer, 1999).

1.1.2 Struktur

Die Struktur der CTLD wird als Doppelschleife beschrieben: Die gesamte Domane ist
eine Schleife, mit N- und C-terminalen B-Strangen, die ein antiparalleles B-Faltblatt bil-
den (Abb.1). Dieses wird durch zwei flankierende a-Helices und ein dreistrangiges anti-
paralleles B-Faltblatt verbunden. Letzteres ist Teil des hydrophoben Kerns und enthalt
das konservierte Trp-lle-Gly-Leu (WIGL) Motiv. Vier Cysteinreste bilden zwei hoch kon-
servierte Disulfidbricken, durch welche die gesamte Domane stabilisiert. Die zweite
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Schleife wird als ,lange Schleife” bezeichnet, liegt innerhalb der Domane und ist fur die
Ca?*-abhangige Kohlenhydratbindung verantwortlich. In dieser flexiblen langen Schlei-
fenstruktur befinden sich bis zu drei Ca?*-Stellen (I-lll), die Ca?*-lonen Uber geladene
Aminosauren koordinieren. Obwohl die Belegung der Ca?*-Stellen I-lll zwischen ver-
schiedenen CLRs variiert und auch eine vierte Ca2*-Stelle beschrieben wurde, wird die
kanonische Kohlenhydratbindung ausschlieRlich Giber die Ca?*-Stelle || zusammen mit
einer Triade konservierter Aminosauren vermittelt, die eine Spezifitat gegenluber ver-
schiedenen Monosaccharidarten innerhalb der Kohlenhydratbindungsstelle (CBS, car-

bohydrate binding site) verleiht (Zelensky and Gready, 2005).

A
Y’ ’

HE

Abbildung 1: Darstellung einer typischen CTLD: In blau ist die lange Schleife dargestellt, die auch bei

der Ca?*-abhangigen Kohlenhydratbindung eine Rolle spielt. Die beta-Strange 1 und 5 formen ein antipa-
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ralles beta-Faltblatt. Die Cysteinreste formen Disulfidbriicken (in orange dargestellt) (Zelensky and
Gready, 2005) .

1.1.3 Aufgaben von CLRs im Immunsystem

CLRs sind ein wichtiger Teil der angeborenen Immunantwort, die in der Erkennung von
Pathogenen eine bedeutende Rolle spielen und mitentscheiden, wie sich die adaptive
Immunantwort entwickelt (Kingeter and Lin, 2012).

Die meisten CLRs wirken als Antigen-Rezeptoren, die an der Aufnahme der Antigene
und deren Prasentation beteiligt sind (Engering et al., 2002). Sie funktionieren als Pat-
tern recognition Rezeptoren (PRRs), die Kohlenhydratliganden von Mikroorganismen
erkennen. Sie induzieren zahlreiche Signaltransduktionskaskaden durch ihre eigenen
ITAMs (immunoreceptor tyrosine-based activation motif) oder ITAM-entahltenden Adap-
terproteine. Der Signalweg fuhrt zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors Nuclear factor
kappa B (=NF-kappa B), was eine bedeutende Rolle in der angeborenen Immunantwort
und bei Entziindungen in Folge von mikrobieller Infektion und Zellschadigung spielt
(Kingeter and Lin, 2012). NF-kappa B steuert die Expression von Genen, die an der
Zellproliferation, Apoptose und Lymphozytenaktivierung beteiligt sind, sowie die Ex-
pression vieler proinflammatorischer Zytokine und Chemokine (Oeckinghaus et al.,
2011).

Die Phagozytose extrazellularer Pathogene oder apoptotischer Zellen kann durch Re-
zeptor-Engagement ausgeldst werden. Makrophagen und DC besitzen eben diese
PRRs an der Zelloberflache, welche pathogen-associated molecular patterns (PAMPSs)
oder damage-associated molecular patterns erkennen — dabei handelt es sich um Pro-
teine, Kohlenhydrate oder Nukleinsaurestrukturen, welche typisch fur Pathogene sind
oder nur im Fall von Zellschadigung prasentiert werden. Die Antigen-Prasentation zeigt
also eine Infektion oder Zellschadigung an. Durch die Bindung eines PAMP an den
PRR wird die Signaltransduktionen ausgeldst. Dies hat zur Folge, dass es zur Aktivie-
rung von Transkriptionsfaktoren wie des bereits erwahnten NF-kappa B kommt, was zur
Produktion pro-inflammatorischer Zytokine und Chemokine fuhrt, welche wiederum
Leukozyten - wie neutrophile Granulozyten - zum Ort der Entziindung oder des Scha-
dens locken, fuhrt. Zu den PRRs gehdren neben den CLRs auch Toll-like receptors
(TLRs), RIG-I-like receptors (RLRs) und NOD-like receptors (NLRs) (Kumar et al.,
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2011). TLRs sind ebenso Schlisselrezeptoren flr die Induktion intrazellularer Signal-
kaskaden nach der Erkennung eines Pathogens, da die TLR-Ligation zur Reifung und
Aktivierung von Dendritischen Zellen (DCs) fuhrt, was ebenso fur die Aktivierung der
Immunantwort und die Induktion von Effektor-T-Zelle von Bedeutung ist (Gantner et al.,
2003). C-Typ-Lektine erkennen auch Kohlenhydratstrukturen auf eigenen Glykoprotei-
nen, um eine Toleranz gegenlber eigenen Antigenen zu ermdglichen (Figdor et al.,
2002).

1.1.4 CLRs und die Immunantwort

Die Immunantwort ist zweiphasig: Initial wirkt die angeborene, dann die pathogen-
spezifische, adaptive. Die angeborene wird hauptsachlich durch Makrophagen, dendriti-
sche Zellen und neutrophilen Granulozyten vermittelt und lauft nach Kontakt mit dem
Pathogen schnell ab. Die Adaptive wird durch T- und B-Zellen kontrolliert und tritt nach
einigen Tagen ein. Die angeborene ist nicht pathogen-spezifisch, jedoch entscheidend
fur die Entwicklung der adaptiven Antwort. Die Phagozyten (DCs, Makrophagen) pra-
sentieren den T-Zellen in den Lymphknoten die pathogen-assoziierten Proteine. Auf
diese Weise teilt das angeborene Immunsystem den Zellen des adaptiven mit, dass
eine Infektion stattgefunden hat, und die entsprechenden erregerspezifischen adaptiven
Lymphozyten werden aktiviert (Kingeter and Lin, 2012).

Einige Pathogene haben verschiedenste Strategien entwickelt, um der schitzenden
Wirtsantwort auszuweichen, indem sie die Funktion von PRRs untergraben. So kdnnen
Pathogene das intrazellulare Routing von CLRs ausnutzen, um der Antigen(AG)-
Prasentation zu entkommen oder den cross-talk zwischen CLR und TLR signalling zu
stéren (Gantner et al., 2003). Es wird auch von Pathogenen berichtet, die durch Hem-
mung der AG-Prasentation oder durch Modifizierungen die T-Zell-Antwort untergraben.
Sie zielen beispielsweise auf die CLRs DC-SIGN und Dectin-1 ab (Geijtenbeek et al.,
2004). Manchen Infektionserregern und auch Krebszellen gelingt es Uber diverse Me-
chanismen die Antigenerkennung, -verarbeitung und -reifung zu umgehen, zu unterdru-
cken oder sogar auszunutzen, so dass die diversen Immunreaktionen unwirksam wer-
den (Bermejo-Jambrina et al., 2018). AG-Aufnahme durch CLRs fuhrt nicht zwingend
zur Induktion potenter Effektor-T-Zellen, aber erleichtert die Antigen-

Prasentationskapazitat von DCs. Dieser Uptake durch CLRs ohne TLR Ligation kann
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Antigen-spezifische Toleranz hervorrufen, was hilfreich zur Unterdrickung der Immun-
antwort sein kénnte, und auch vorteilhaft flr die Autoimmunitat (Gantner et al., 2003).
Die Aktivierung von DCs und die Antigen-Prasentation durch DCs spielt eine Schlussel-
rolle bei der Einleitung der antitumoralen Antwort. Tumorzellen nutzen einige Strate-
gien, um die AG-Prasentation und T-Zell-Antwort zu dampfen. TAAs (tumour-associated
antigens), die mit DCs interagieren, kdnnen die Funktion von DCs modifizieren, wie zum
Beispiel die Produktion immunsuppressiver Zytokine (Denda-Nagai and Irimura, 2000).
Einige Studien legen den Fokus darauf, die Immunantwort durch gezielte Antigene fur
CLRs zu verbessern. In Kombination mit TLR Ligation soll dies insbesondere flr die
Induktion der Anti-Tumor-Antwort bei Krebs von Nutzen sein (Kapsenberg, 2003).

Auch bei der Immunantwort gegen Pilzinfektionen spielen C-Typ Lektin-Rezeptoren ei-
ne Schlusselrolle. So erkennen CLRs wie Dectin-1/2/3 und Mincle Bestandteile der
Zellwand von Mikroorganismen durch ihre CRD. Daraufhin werden zahlreiche Signal-
transduktionskaskaden durch ihre eigenen ITAMs oder Interaktion mit |ITAM-
enthaltenden Adapterproteinen induziert, was schlielBlich zur Aktivierung NF-kappa B
fuhrt (Hou et al., 2017).

1.1.5 Potentielle Anwendungsmoglichkeiten

CLRs sind in der Lage mit anderen PRRs synergistisch die Immunantwort zu entwickeln
und Leukozyten aktivieren. Aulderdem tragen sie moglicherweise zur Entwicklung von
Autoimmunerkrankungen bei (Kingeter and Lin, 2012). Durch die Bedeutung fur das
Immunsystem zielen immer mehr Impfungen und medikamentése Behandlungsstrate-
gien auf CLRs ab, um die Immunantwort entweder zu verstarken oder zu unterdriicken
(Unger and van Kooyk, 2011). Durch Ansatze wie AG-gekoppelte Antikdrper, die auf
CLRs auf DCs abzielen (zum Beispiel DEC205) oder durch den Einsatz synthetischer
CLR-Liganden (wie den Mincle-Agonist Trehalose-Dibehenat) kann die Wirksamkeit von
Impfstoffen erhdht werden. Die Stimulierung mit C-Typ Lektinen kann sowohl angebo-
rene als auch adaptive Immunantworten auslésen, die vor infektiésen und nicht-
infektidsen Krankheiten schutzen (Brown et al., 2018).

Das Abzielen auf CLRs kann beispielsweise zur Verbesserung der Anti-Tumor Antwort
genutzt (He et al., 2007). Neben dem Antikorper-vermittelten CLR-Targeting, welches

lange Zeit die bevorzugte Strategie war, stellt das Glykan-basierte Targeting eine viel-
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versprechende Alternative dar (van Kooyk et al., 2013). Vorteile sind zum Beispiel die
Maoglichkeit, die Ligandendichte zu variieren und die raumliche Ausrichtung der Ligan-
den zu verandern (Johannssen and Lepenies, 2017). Aul3erdem konnen verschiedene
Liganden auf demselben Trager prasentiert werden, was das gleichzeitige Abzielen auf
mehrere CLRs ermdglicht. Eine Vielzahl von Tragern kann fir diese multivalente Dar-
stellung von Glykanliganden verwendet werden: glykanmodifizierte AGs, Glykonanopar-
tikel, Glykoliposomen oder Glykodendrimere. So wurden Tumorantigene, die mit Gly-
kanliganden fur DC-SIGN modifiziert wurden, erfolgreich fur das Abzielen auf DC-SIGN
eingesetzt und flhrten zu einer verstarkten anti-tumoralen Reaktion (Aarnoudse et al.,
2008). Mit Galactofuranose beschichtete Goldnanopartikel zeigten eine Bindung an DC-
SIGN und induzierten proinflammatorische Reaktionen in aus Monozyten stammenden
DCs (Chiodo et al., 2014).

Aulerdem kénnen C-Typ Lektine als nutzliche Biomarker fur Krankheiten funktionieren
— beispielsweise kann der Serumspiegel des Mannose-bindenden Lektins zur Vorher-
sage der Anfalligkeit fur Autoimmun- und Infektionskrankheiten verwendet werden
(Brown et al., 2018).

Es stellt sich die Frage, wie CLRs am besten gezielt eingesetzt werden kdnnen, um die
Wirksamkeit von Impfstoffen zu verbessern oder Toleranz bei Autoimmunkrankheiten

zu induzieren (Kingeter and Lin, 2012).

1.2 Dendritische Zellen

1.2.1 Funktion von DCs im Immunsystem

DCs sind als die leistungsfahigsten professionellen antigenprasentierenden Zellen be-
kannt. Sie kdnnen nicht nur die primare Immunantwort auslésen, sondern die Immunre-
aktion auch herunterregulieren (Banchereau et al., 2000).

DCs sind jedoch nicht nur auf die Erkennung von Pathogenen spezialisiert, sie spielen
auch fur die Erhaltung der Homdostase, die Erkennung von Self-Antigenen (Selbstanti-
genen) und fur die Toleranz der Gewebsumgebung eine bedeutende Rolle. Je nach Art
des erkannten Antigens kommt es zur Immunitat oder Toleranz (van Kooyk, 2008). DCs
exprimieren ein Repertoire an PRRs, darunter TLRs und CLRs, die von Pathogenen
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exprimierte molekulare Muster erkennen konnen. Abhangig von den Erregern, die von
den DCs erkannt werden, differenzieren sich naive T-Zellen zu Typ1-T-Helferzellen
(TH1), die Interferon-y (IFN-y) absondern, oder zu Typ2-T-Helferzellen (TH2), die Inter-
leukin-4 (IL-4) produzieren (de Jong et al., 2002).

Unreife DCs sind im Koérper in Haut- und Muskelgewebe positioniert, um eindringende
Pathogene aufzuspuren und einzufangen. DCs haben die Fahigkeit zu in Lymphknoten
wohnhafte T-Zellen zu wandern und die Differenzierung von T Helferzellen zu Effektor-
zell-Subpopulationen zu lenken — TH1, TH2, TH17 Effektor T Zellen gegen intra- und
extrazellulare Pathogene und Tregs (regulatorische T-Zellen), die die Toleranz gegen
Selbstantigene erhalten und die UbermaRige Immunantwort dampfen (Kapsenberg,
2003). Die DC-Reifung findet wahrend des Migrationsprozesses vom peripheren Gewe-
be zu den drainierenden Lymphknoten stattfindet (Mellman et al., 1998).

Durch die Diversitat der C-Typ Lektine und die Verstandnis ihrer Spezifitat bezlglich
Kohlenhydraterkennung, ist es moglich die Pathogenerkennung vieler Krankheiten zu
fordern, und auch die Regulierung der Zellinteraktionen von DCs zu verbessern, was fur
die Immunkontrolle essentiell ist (van Kooyk, 2008).

Die anfangliche AG-Erkennung durch Antigen-prasentierenden Zellen (APCs) wie DCs
ist ausschlaggebend fur die Auswahl des Typs von Effektor T-Zellen, die folglich die
Immunantwort vermitteln. Rezeptoren wie CLRs und TLRs, die an der Erkennung und
Aufnahme von Antigenen in DCs beteiligt sind, sind somit ausschlaggebend fur eine

ausgeglichene Immunantwort (Drickamer, 1999; Figdor et al., 2002).

1.3 DC-SIGN

1.3.1 Immunregulation von DCs

DCs spielen eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der Immunhomadostase auf-

grund ihrer herausragenden immunregulatorischen Fahigkeiten. Aufierdem sind DCs

Ausgangsfaktoren bei Autoimmunkrankheiten und spielen eine Schlisselrolle bei der

Immunabwehr von Krankheitserregern und Tumoren. Es ist bekannt, dass die immun-

regulatorische Fahigkeit der DCs eng mit der Mustererkennung und der Immunregulati-

on der Rezeptoren auf der DC-Oberflache zusammenhangt. Als Mitglied der CLR-
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Familie ist DC-SIGN (DC-specific ICAM-3-grabbing non-integrin) wichtig fur die Immun-
regulation von DCs. DC-SIGN wird auch als CD209 bezeichnet und wurde erstmals im
Jahr 2000 von amerikanischen Wissenschaftlern entdeckt, die humane Immundefizi-
enzviren (HIV) untersuchten. Da DC-SIGN an gp120 binden kann, die Infektion von
CD4+ T-Zellen durch DCs fordert und somit zu Immunschwache fuhrt, wird es auch als
HIV-1 gp120 bindendes C-Typ Lektin bezeichnet. Dadurch, dass es die Bindung von
DCs an ICAM-3 auf der T-Zell-Oberflache ohne Integrin, aber unter Beteiligung von
Ca?* vermittelt, wird es als DC-SIGN bezeichnet. Studien zeigten, dass DC-SIGN eine
wichtige Rolle bei der Migration und Adhasion von DCs, der Entziindungsreaktion, der
Aktivierung von T-Zellen, der Einleitung der Immunreaktion und dem Immune escape
von Pathogenen und Tumoren spielt. AuRerdem ist DC-SIGN an der DC-Regulierung

der naturlichen und adaptiven Immunitat beteiligt (Geijtenbeek et al., 2000b).

1.3.2 Struktur

DC-SIGN ist ein tetrameres Transmembranprotein vom Typ |l, das auf verschiedenen
Untergruppen von APCs, darunter Makrophagen und DCs, exprimiert wird (Engering et
al., 2002).

Die Gesamtstruktur ist gekennzeichnet durch einen zytoplasmatischen Doméane, welche
Internalisierungs- und Recycling-Motive enthalt, die Transmembrandomane und eine
extrazellulare Domane (ECD) (Kwon et al., 2002).

Die ECD wiederum kann strukturell in eine flexible a-helicale neck repeat Region, die
mit der Tetramerisierung assoziiert ist, und die globulare CRD unterteilt werden (Abb.
2). Als paradigmatische CLR umfasst die CRD von DC-SIGN die CTLD-Faltung mit ei-
ner Doppelschleifenstruktur, die durch zwei konservierte Disulfidbricken, finf B-
Strange, zwei a-Helices und das innere WIGL-Motiv stabilisiert wird, das in DCSIGN als
Trp315-Met316-Gly317-Leu318 (WMGL) dargestellt wird. Die verlangerte flexible
Schleife beherbergt drei besetzte Ca?*-Stellen (I-11l) und ist durch zusatzliche sekundare
Strukturelemente in Segmente unterteilt, die als lange und kurze Schleifen bezeichnet
werden konnen. Das EPN (Glu347-Pro348-Asn349)-Motiv vermittelt die Ca?*-abhangige
Bindung von High-Manose-Strukturen und Fuc-terminierten Lewis-Typ-Antigenen (Le?,
Le®, Le*, LeY) (Engering et al., 2002).
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Die Monosaccharidbindung von Mannose und Fucose wird durch die Koordination des
zentralen Ca?*-lons in der Ca?*-Stelle Il durch die Reste, die die CBS und die benach-
barten aquatorialen C3- und C4-Hydroxylgruppen am Kohlenhydratgerust bilden, einge-
leitet (Mitchell et al., 2001). Die Ligandenfreisetzung von DC-SIGN wird wahrscheinlich
auch durch die Verfligbarkeit von Ca?* und pH-abhangige Affinitat reguliert, dies wird
auch fir andere CLRs so beschrieben (Ng and Weis, 1998).

Carbohydrate recognition
domain (CRD) - responsible for
ligand binding/selectivity

COO”

Hydrophobic amino-acid residues
responsible for tetramerization

Neck repeat '
P 3

domain

half-repeat

\ Transmembrane

domain

Cytoplasmic ——

domain

——NH,*

Abbildung 2: schematische Struktur von DC-SIGN: die Gesamtstruktur lasst sich in die ECD, die
Transmembrandomane und die zytoplasmatische Domane unterteilen. Die ECD selbst besteht aus der

CRD und der neck repeat Region, welche mit der Tetramerisierung assoziiert ist (Anderluh, 2012).

15



Einer der Hauptgriinde fir die Fortsetzung der Forschung im Zusammenhang mit DC-
SIGN war die zunehmende Erkenntnis, dass es in der Lage ist, eine grol3e Anzahl wich-
tiger Krankheitserreger zu binden. Dies ist auf seine Fahigkeit zurickzufihren, manno-
se- und fucosehaltige Glykane zu erkennen, die auf einer Reihe von Bakterien, Parasi-
ten, Pilzen und Viren unterschiedlich ausgepragt sind

(van Kooyk and Geijtenbeek, 2003).

1.3.3 Die Rolle von DC-SIGN in der Immunantwort

Das C-Typ-Lektin DC-SIGN, das an der Aufnahme verschiedener Krankheitserreger
beteiligt ist, wird von dermalen DCs sowie in Schleimhautgeweben von interstitiellen
DCs in Lunge, Darm, Rektum, Gebarmutterhals und Plazenta sowie in Lymphknoten
exprimiert (Geijtenbeek et al., 2000b). Wie andere Mitglieder der CLR-Familie kann DC-
SIGN die Antigenprasentationsfahigkeit von DCs vermitteln, indem es Bestandteile der
Zellwand von Pathogenen oder Glykoproteine von Selbstantigenen bindet und internali-
siert. Die Signaltransduktion durch diese Mustererkennung kann DCs dazu anregen,
mehrere entzindungsfordernde oder entziindungshemmende Mediatoren, aktiven Sau-
erstoff und aktiven Stickstoff zu exprimieren, um die Expression von Co-Stimulatoren
hochzuregulieren, und sogar eine erworbene Immunantwort auszulésen (Janeway and
Medzhitov, 2002). Unter physiologischen Bedingungen kann die erwahnte Musterer-
kennung und Immunregulation die Homoéostase aufrechterhalten. Unter pathologischen
Bedingungen jedoch kdnnen aktivierte CLRs und TLRs die DC-Reifung und die Aus-
schittung proinflammatorischer Mediatoren stimulieren und die DC-Aktivierung bei der
Immunantwort regulieren, was zu bestimmten Autoimmun- oder Entzindungskrankhei-
ten beitragen kénnte (Geijtenbeek et al., 2004). Neben der Antigenaufnahme wird DC-
SIGN mit einer Vielzahl anderer physiologischer und pathophysiologischer Prozesse in
Verbindung gebracht, was den Umfang des therapeutischen Potenzials erweitert (Sva-
jger et al., 2010).

Die DC-SIGN-abhéangige Ausbreitung pathogener Infektionen hat in den letzten Jahren
grolle Aufmerksamkeit auf sich gezogen. DC-SIGN vermittelt die Interaktion von DCs
und T-Zellen, beeinflusst die DC-Migration sowie die Immunmodulation und kann Tole-
ranz induzieren. Die Umgehung der Immunitberwachung von Krankheitserregern oder

Tumoren hangt mit der Unterdrickung von DCs durch DC-SIGN zusammen.
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Das wohl bekannteste Beispiel in diesem Zusammenhang ist die Interaktion von DC-
SIGN mit dem HIV-1-Hullprotein gp120, welche zu einer Transinfektion von CD4* T-
Zellen, den primaren Wirtszellen des Virus, fuhrt (Geijtenbeek et al., 2000b). DC-SIGN
erleichtert nicht die Verarbeitung von HIV-1 durch DCs, sondern schutzt das Virus vor
intrazellularem Abbau. Es gibt keine DC-SIGN und ICAM-3 Interaktion bei diesem Pro-
zess, aber andere Adhasionsmolekile wie LFA-1 und ICAM-1 sind daran beteiligt (Geij-
tenbeek et al., 2000b). Der Mechanismus der Interaktion zwischen DC-SIGN und HIV-1
bleibt unklar. Eine mogliche Erklarung konnte wie folgt lauten: Die Bindung des viralen
Hullglykoproteins an DC-SIGN kénnte eine Konformationsanderung hervorrufen, die
eine effizientere Interaktion mit CD4 und/oder dem Chemokinrezeptor ermdglicht. Die
Bindung von DC-SIGN an gp120 kénnte somit einen dieser Ubergénge erleichtern oder
stabilisieren. Aulerdem kann die Bindung von Viruspartikeln an DC-SIGN diese an der
Oberflache der DC fokussieren oder konzentrieren und so die Wahrscheinlichkeit erho-
hen, dass ein Eindringen erfolgt, nachdem sie an den Rezeptorkomplex auf den Zielzel-
len gebunden haben (Geijtenbeek et al., 2000a).

Weitere Beispiele sind andere Viren, wie das Ebola-Virus (Lin et al., 2003), das Hepati-
tis-C-Virus (P6himann et al., 2003), das Dengue-Virus (Tassaneetrithep et al., 2003),
das Cytomegalovirus (Halary et al., 2002), HIV-1, das Masernvirus (de Witte et al.,
2006), das SARS-Coronavirus (Marzi et al., 2004), sowie Mycobacterium tuberculosis
(Geijtenbeek et al., 2003), Helicobacter pylori (Wu et al., 2014), Streptococcus pneu-
moniae (Koppel et al., 2005), aber auch diverse Pilze, einige Parasiten und Tumore
(Svajger et al., 2010). Das SARS-Coronavirus kann beispielsweise Uber sein glykosy-
liertes S-Protein an DC-SIGN binden und ist dadurch an der Entzindungsreaktion von
DCs beteiligt (Marzi et al., 2004 ). Bakterielle Krankheitserreger schaffen es, DC-SIGN in
einer Weise ausnutzen, die ihre Infektiositat und das Uberleben des Wirts erhéhen, und
so chronische Infektionszustande verursachen, die ein Leben lang anhalten kdnnen.
Diese Krankheitserreger erreichen eine solche Umgehung des Immunsystems durch
eine erfolgreiche Manipulation des TH1/TH2-Gleichgewichts, und zwar durch einen Me-
chanismus, an dem ihre Interaktion mit DC-SIGN beteiligt ist. DCs kénnen eine Vielzahl
von T-Zell-Effektormechanismen ausldsen, die von verschiedenen Faktoren abhangen,
einschlieBlich des Zytokinprofils, das nach der DC-Aktivierung induziert wird (Ban-
chereau et al., 2000).
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Der Mechanismus, der durch DC-SIGN vermittelten Umgehung der Immunreaktion, ist
nach wie vor schlecht verstanden. Eine mogliche Erklarung konnte die Internalisierung
von Antigenen oder der Crosstalk zwischen CLRs und TLRs usw. sein (Zhou et al.,
2006). DC-SIGN ermoglicht aber nicht nur das Eindringen von Krankheitserregern in
DCs, sondern beeinflusst nach der Bindung eines Erregers das Ergebnis der Immunan-
twort durch Modulation der Aktivierungswege anderer PRRs (Geijtenbeek and van
Kooyk, 2003).

1.3.4 DC-SIGN Mutanten

CLRs sind schwierige Targets fur die Entwicklung von arzneimittelahnlichen Molekulen,
aufgrund der sehr hydrophilen primaren Bindungsstelle. Daher kommt den sekundaren
Bindungsstellen eine besondere Bedeutung zu. Diese bieten die Moglichkeit, auf
schwierige, hydrophile primare Stellen abzuzielen, die fur die traditionelle medizinische
Chemie nicht geeignet sind (Aretz et al., 2018). Fur CLRs ist dies von Bedeutung, weil
die sekundare Bindungsstelle die Kohlenhydratbindung potentiell allosterisch Uber eine
erhohte Affinitat fir Ca?* moduliert. Die Vorhersage-Softwares AllositePro und PARS
sagten fiir DC-SIGN voraus, dass die sekundare Bindungsstelle, sowie Teile der Ca?*-
Stellen, einschlieBlich Teile der CBS, ein allosterisches Potenzial besitzen, was auf eine
Verbindung zwischen der Ligation an der sekundaren Stelle und der Kohlenhydratbin-
dung an der CBS hindeutet. Bezogen auf DC-SIGN kann eine allosterische Modulation
auch eine Maglichkeit fir die Hemmung dieses Targets sein, und den Fokus weg von
der schwierigen primaren Stelle legen (Aretz et al., 2017).

Als Folge einer extern durchgefiihrten Molecular Dynamics-Simulation wurde eine Hy-
pothese Uber das allosterische Netzwerk innerhalb von DC-SIGN aufgestellt. Basierend
auf diesen Erkenntnissen wurden die Mutanten vorgeschlagen, indem einzelne Amino-
sauren an relevanten Positionen des Proteins mutiert wurden (Abb.3). Diese Mutationen
sollen demnach Auswirkung auf die Struktur und Funktion von DC-SIGN haben. In die-
ser Arbeit wurde mit den Mutanten E358A, F313A, F359L, I1376A, 1376V, N344A,
N344Q, Q323A, T314A, T314S und W364F gearbeitet. Die Zahl gibt die Position der
Aminosaure in der Sequenz des Proteins an, die Aminosaure vor der Zahl wurde durch

jene nach der Zahl ersetzt.
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Besonders interessant sind mdgliche, durch Mutationen hervorgerufene, Veranderung
im Hinblick auf die Allosterie. Kommt es durch diese Abanderungen in der Aminosau-
resequenz zu einer Modulierung der allosterischen Bindungsstelle (= secondary binding
site), kann dies Auswirkungen auf die primare Bindungsstelle, Konformationsanderung,
und Bindungsaffinitaten haben. Die Bedeutung von sekundaren Bindungsstellen darf
daher nicht unterschatzt werden, einerseits aufgrund der Rolle bei der Bestimmung der
Kohlenhydratspezifitat, aber auch fir das Design von Arzneimittel mit Schwerpunkt auf

Lektinen generell (Ernst and Magnani, 2009).

Q323A

; _ /Zi E358A

K F313A
A 731 4s/A
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ﬁ / -'Q

Abbildung 3: Position der Mutationen in DC-SIGN: Die Positionen der verschiedenen Mutationen in-
nerhalb der Struktur von DC-SIGN werden in dieser Grafik aufgeschlisselt und es wird ersichtlich in wel-
chem Teil der Sekundarstruktur sie sich befinden. Fur die DC-SIGN Mutanten wurden Aminosauren in
allen Bereichen des Proteins mutiert.
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1.4 Bakterielle Expression rekombinanter Proteine

1.4.1 Vorteile bakterieller Expressionssysteme

Bakterielle Systeme sind fur die Herstellung rekombinanter Proteine aufgrund der nied-
rigen Kosten, der hohen Produktivitat und des schnellen Einsatzes sehr attraktiv. Ent-
scheidend fur die Herstellung eines bestimmten Proteins ist die Wahl des geeigneten

Promotorsystems und Wirts (Terpe, 2006).

Die Herstellung rekombinanter Proteine in hoch gereinigter und gut charakterisierter
Form ist zu einer wichtigen Aufgabe fur den Proteinchemiker in der pharmazeutischen
Industrie geworden. Bakterielle Expressionssysteme werden insofern aullerst gerne
verwendet, da sie schnell und in hoher Dichte auf kostengiinstigen Substraten wachsen
kénnen, ihre Genetik oft gut charakterisiert ist und eine wachsende Zahl von Klonie-
rungsvektoren und mutierten Wirtsstammen zur Verfugung steht. Um hohe Proteinmen-
gen zu produzieren, ist es oft nutzlich, das Gen nach einem gut charakterisierten, regu-
lierten Promotor zu klonieren. Die Wahl des Wirts- und Promotorsystem hangt oft vom
Zielprotein selbst ab. Viele bakterielle Systeme sind jedoch nicht in der Lage, Proteine
posttranslational zu modifizieren, zum Beispiel durch Glykosylierung. Wenn die post-
translationale Modifikation flr die Bioaktivitat wesentlich ist, sollten diese daher nicht
verwendet werden. Fir diese Anwendung stehen alternative Wirte wie Hefen, filamen-
tose Pilze oder Zellkulturen von Insekten und Saugetieren zur Verfigung (Schmidt,
2004).

1.4.2 Escherichia coli als Wirt

Das gramnegative Bakterium Escherichia coli (E. coli) ist der am haufigsten verwendete
Organismus fur die heterologe Proteinproduktion. Einer der Griinde daflr ist, dass die-
ser Organismus sehr bekannt und in jedem Labor etabliert ist. Es Uberrascht daher
nicht, dass E. coli-Systeme auch am haufigsten fur die industrielle und pharmazeutische
Proteinproduktion verwendet werden und die Produktion in groRem Malistab etabliert

ist. Ein Nachteil fur den therapeutischen Einsatz rekombinanter Proteine, die in E. coli
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hergestellt werden, ist jedoch die Anhaufung von Lipopolysacchariden (LPS), allgemein
als Endotoxine bezeichnet, die bei Menschen und anderen Saugetieren pyrogen wirken.
Deshalb mussen Proteine fur diese Anwendung in einem zweiten Schritt gereinigt wer-
den, um endotoxinfrei zu werden (Petsch, 2000). Im Allgemeinen reichern sich Uberex-
primierte rekombinante Proteine entweder im Zytoplasma oder im periplasmatischen
Raum an, wobei das Zytoplasma meist die erste Wahl fir die Produktion ist, da mit ho-
herer Ausbeute zu rechnen ist. AuBerdem ist die bemerkenswerte Ausbeute an sekre-
tierten Proteinen gut dokumentiert (Georgiou and Segatori, 2005). Am haufigsten wer-
den flur die routinemaRige Expression die Stamme E. coli BL21 und K12, sowie deren

Derivate verwendet.

Die Uberexpression eines Gens in einem fremden Wirt fihrte haufig zu einer Vielzahl
unerwunschter Probleme, von denen die meisten das Ergebnis der unterschiedlichen
Verwendung von Codons zwischen E. coli und dem Uberexprimierten Protein sind. Dies
ist darauf zurlckzufuhren, dass Aminosauren durch mehr als ein Codon kodiert werden,
und jeder Organismus seine eigene Tendenz bei der Verwendung der 61 verfugbaren
Aminosaurecodons hat. In jeder Zelle spiegelt die tRNA-Population die Codon-
Verwendung der mRNA-Population genau wider (Dong et al., 1996). Unterschiede in
der Codon-Nutzung kdnnen die Translation behindern, weil eine oder mehrere tRNAs
bendtigt werden, die im Expressionswirt selten sind oder fehlen (Kane, 1995). Unzu-
reichende tRNA-Pools kdonnen zu einem vorzeitigen Abbruch der Translation oder ei-
nem falschen Einbau von Aminosauren flihren (Kurland and Gallant, 1996). Um die Ex-
pression von eukaryotischen Proteinen oder von Proteinen, die in E. coli selten verwen-
deten Codons enthalten, zu verbessern, wurden daher viele E. coli-Stamme zur Lésung
dieses Problems entwickelt. Diese Stamme liefern zusatzliche tRNAs unter der Kontrol-
le ihrer nativen Promotoren. Unabhangig von Wirt und Promotorsystem konnen Plasmi-
de mit niedriger, mittlerer und hoher Kopienzahl verwendet werden, um Expressions-
probleme aufgrund eines unzureichenden Expressionsniveaus zu verringern. So kon-
nen beispielsweise Vektoren mit niedriger Kopienzahl benutzt werden, wenn Vektoren
mit hoher Kopienzahl nicht verwendet werden konnen, weil grol’e Mengen des rekom-

binanten Proteins toxisch sind (Terpe, 2006).
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Ein weiterer Nachteil der Uberexpression im Zytoplasma ist, dass viele Proteine Ein-
schlusskorper bilden. Strategien zur Losung dieses Problems kdnnten Temperatursen-
kung, Substitution von Aminosauren, Co-Expression von Chaperonen, hydrophile grol3e
Fusionspartner, die Zugabe von Sorbit, Glycylbetain, Saccharose oder Raffinose in das
Wachstumsmedium, Anderung der Kulturbedingungen wie des pH-Werts, oder die An-
derung des Bakterienstamms sein (Hockney, 1994). Eine weitere Alternative stellt die
Solubilisierung der Einschlusskorper dar, die anschlieBend neu gefaltet werden mus-
sen, um funktionelle und aktive Produkte zu erhalten (Singh and Panda, 2005).

Ein nltzlicher Promotor muss stark sein, ein niedriges Basalexpressionsniveau aufwei-
sen, also streng reguliert sein, leicht auf andere E. coli-Stamme Ubertragbar sein. Die
Induktion muss einfach und kostengunstig sein und sollte unabhangig von den ubli-
cherweise verwendeten Bestandteilen der Kulturmedien sein. Einige bekannte Systeme
sind Lactose- (lac), tac- und trc-Promotoren. Die Laktoseverwertung in E. coli ist einer
der bekanntesten Regulationsmechanismen. Viele Promotoren wurden aus einem von
lac abgeleiteten regulatorischen Element konstruiert (Polisky et al., 1976). Der lac-
Promotor ist eher schwach und wird nur selten fur die Produktion rekombinanter Protei-
ne auf hohem Niveau verwendet. Die Induktion dieser Promotoren kann durch Zugabe
des nicht hydrolysierbaren Laktoseanalogons Isopropyl-B-D-1-thiolgalactopyranosid
(IPTG) erreicht werden (Terpe, 2006).

1.4.3 Andere bakterielle Wirte als E. coli

Viele Proteine kdnnen jedoch nicht in E. coli exprimiert werden. In solchen Fallen kon-
nen andere bakterielle Wirte wie Bacillus brevis, Bacillus megaterium, Bacillus subtilis
oder das gramnegative Bakterium Caulobacter crescentus eine interessante Alternative
darstellen. Ein Grund dafur ist auch, dass die zunehmende Kenntnis der Genomik es
ermoglicht, die Codon-Nutzung von Wirts- und Ursprungsorganismus zu vergleichen.
Ein Wirt mit einer ahnlichen Codon-Verwendung ist optimal.

Nach E. coli scheinen gram-positive Bacillusstdamme der beliebteste Organismus fir die
heterologe Proteinproduktion zu sein. Viele pharmazeutisch relevante Proteine wurden
bereits erfolgreich in verschiedenen Stammen exprimiert. Im Gegensatz zu den bekann-
ten E. coli haben Bacilli-Stamme den allgemeinen Vorteil, dass die auRere Membran

keine Lipopolysaccharide enthalt. Einen weiteren Vorteil bringt die von Natur aus hohe
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Sekretionskapazitat mit sich, sowie die direkte Abgabe der Proteine direkt in das extra-

zellulare Medium (Westers et al., 2004).

1.4.4 Affinitat-Tags zur Aufreinigung rekombinanter Proteine

Um die Solubilisierung markierter Proteine zu erleichtern und die Aufreinigung rekombi-
nanter Proteine zu vereinfachen, wurde eine Vielzahl von Fusion-Tags entwickelt (Kaur
et al.,, 2018). Fusions-Tags erhdhen das Expressionsniveau und/oder die Loslichkeit
von Proteinen. Diese Tags konnen aus Proteinen oder Peptiden bestehen, die mit Ziel-
proteinen verknupft sind, und sie tragen dazu bei, dass eine naturliche Faltung erreicht
wird, die zu einer angemessenen funktionellen Aktivitat fuhrt, oder eine hohere Kon-
zentration eines schlecht exprimierten Proteins erzielt wird. Affinitats-Tags werden zu-
sammen mit dem entsprechenden affinitdtsbindenden Liganden verwendet, um eine
schnelle und effiziente Aufreinigung von Proteinen zu ermoglichen, was wiederum zu
einer hoheren Produktionsausbeute des exprimierten Proteins fuhrt (Malhotra, 2009).
Affinitatsmarkierungen werden aufRerdem fir die einstufige Reinigung von rekombinan-
tem Protein aus dem Gesamtproteinpool der Wirtszellen verwendet. Neben dem Kom-
binationsprotein produziert das Wirtszellsystem auch gro3e Mengen an Stoffwechsel-
proteinen, so dass die Gewinnung von rekombinantem Protein aus der biologischen
Rohquelle durch die Expression von affinitatsmarkiertem Protein erreicht wird. Dazu
gehoren Poly-Histidin-Tag (His-Tag), Chitinbindungsprotein (CBP), Maltosebindungs-
protein (MBP) und Glutathion-S-Transferase (GST) (Kaur et al., 2018).

Bei der Expression in Kombination mit I16slichen Fusions-Tags und Affinitats-Tags, wie
zum Beispiel dem Hexahistidin-Tag fur die Aufreinigung, ist das Vorhandensein von
Fusions-Tags unerwtnscht, da sie mdglicherweise die biologische Funktion beeintrach-
tigen und die ordnungsgemalle Strukturanalyse oder Immunogenitat stdéren kénnen.
Daher ist die Entfernung des Fusions-Tags ein notwendiger Schritt im nachgeschalteten
Prozess. Die Entfernung kann durch Hinzufliigen einer Protease-Erkennungssequenz
zwischen dem Fusions-Tag und dem Zielprotein erfolgen, so dass das Tag bei Bedarf
durch eine Protease entfernt werden kann (Costa et al., 2014).

Das bereits erwahnte Poly-His-Tag ist ein weit verbreitetes Protein-Tag, welches an
eine Metallmatrix bindet. Die Anzahl der Aminosaurereste variiert zwischen drei und

zehn. Der Hexahistidin-Tag bietet mehrere Vorteile, wie eine geringe Grolde, die Struk-
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tur und Funktion des Proteins kaum beeintrachtigt, sowie keine elektrische Ladung, ge-
ringe Toxizitat und Immunogenitat, und ermoglicht die Verwendung unter nativen und
denaturierenden Bedingungen (Zhao et al., 2013). Das Zielprotein kann unter milden
Bedingungen durch Konkurrieren mit Imidazol oder niedrigem pH-Wert eluiert werden.
Viele Proteine funktionieren mit dem Poly-His-Tag sowohl am N-, als auch am C-
Terminus. Zur Reinigung rekombinanter Proteine mit diesem Tag wird immobilized me-
tal-affinity chromatography (IMAC) verwendet, um die metallbindenden Peptide auf der
Grundlage der Wechselwirkung zwischen dem negativ geladenen His und den auf einer
Matrix immobilisierten Metallionen (wie Ni?*, Co?*, Cu?* und Zn?*) zu isolieren (Chaga,
2001). Haufig verwendete IMAC-Harze wie Nitrilotriessigsaure-Agarose (Ni-NTA) oder
Carboxymethyl-Aspartat-Agarose haben eine hohe Bindungskapazitat und kénnen flur
die Reinigung von Fusionsproteinen direkt aus rohen Zelllysaten verwendet werden
(Terpe, 2006). Der His-Tag ist auch ein nutzliches Werkzeug bei der Proteinkristallisati-
on und dem Nachweis von Proteinen (Carson et al., 2007).

Weitere haufig verwendete Tags sind neben dem His-Tag, MBP und GST (Harper and
Speicher, 2011) auch N-utilization substance A (Costa et al., 2013), Thioredoxin
(Savitsky et al., 2010) und small ubiquitin-related modifier. Sie gehéren zur Gruppe der
Proteinfusions-Tags. Aul3erdem gibt es noch kurze Peptidfusions-Tags, deren Vorteil es
ist, dass die Aminosauresequenz in der Regel 15 Reste oder weniger betragt, was die
Proteinstruktur nicht ernsthaft beeintrachtigt oder die Aktivitat des Proteins beeintrach-
tigt, wenn es an das gewinschte Protein fusioniert wird (Carson et al., 2007). Daher ist
es moglicherweise nicht notwendig, die Fusions-Tags fur die Anwendung von Proteinen
zu entfernen, die keine therapeutischen Proteine sind, im Gegensatz zum Fall eines
Protein-Fusions-Tags. Kurze Peptid-Tags kdnnen auch die metabolische Belastung des
Wirts durch die Proteinexpression im Vergleich zu grof3formatigen Tags verringern
(Zhao et al., 2013).

1.4.5 Ruckfaltung der Proteine

Um das Protein in seiner funktionsfahigen, bioaktiven Form riickzugewinnen, ist es not-
wendig, die Ruckfaltung durchzuflhren. Proteine kdnnen in vitro durch Verringerung der
Konzentration von Denaturierungsmitteln mit verschiedenen Methoden rickgefaltet

werden. Die grof3ten Herausforderungen bei der Ruckfaltung von Proteinen aus einem
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denaturierten Zustand sind die Bildung von Proteinaggregaten beziehungsweise von
fehlgefalteten Proteinen. Fur eine effiziente Proteinrtickfaltung sind folgende Faktoren
von entscheidender Bedeutung: die Wahl des Losungsvermittlers, die Konzentration
des Proteins wahrend der Ruckfaltung, die Ruckfaltungsbedingungen (niedermolekulare
Zusatze, pH-Wert und Temperatur) im Ruickfaltungspuffer und die Wahl der verwende-
ten Methode (Singhvi et al., 2020). Da die Proteinaggregation bei hohen Proteinkon-
zentrationen begunstigt wird, wird zur Vermeidung einer Aggregation die Ruckfaltung in
der Regel in stark verdunnten Konzentrationen (10-100 pg/mL) durchgefihrt. Dialyse
und Verdinnung sind die im Labormallstab am haufigsten praktizierten Ruckfaltungs-
methoden (Rys et al., 2015). Die Rulckfaltung durch Verdinnung kann schnell oder
langsam erfolgen. Bei der schnellen Verdinnung nimmt die Konzentration des Proteins
und des Denaturierungsmittels drastisch ab, wenn das geldste Protein in den Ruickfal-
tungspuffer Uberfluhrt wird (Nishiyama et al., 2003). Allerdings kann dies flr Proteine,
die eine langere Zeit fur die Rickfaltung in den nativen Zustand bendétigen, von Nachteil
sein. Daher ist die langsame Verdinnung die alternative Methode, da sie ein schonen-
deres Verfahren ist. Die ,pulsed dilution oder ,pulse renaturation beinhaltet die sehr
langsame Zugabe von solubilisiertem Protein zum Ruckfaltungspuffer und wird ebenso
erfolgreich angewandt (Vallejo and Rinas, 2004). Eine weitere Methode ist die Dialyse,
bei der das konzentrierte, denaturierte Protein gegen den Ruckfaltungspuffer dialysiert
wird, so dass die Ruckfaltung aufgrund der langsamen Entfernung des Denaturie-
rungsmittels erfolgt. Alternativ kann, wenn andere Methoden versagen, die Rickfaltung
Uber eine Saule durchgefihrt werden. Daflir wird das Protein auf der Affinitatssaule im-
mobilisiert und durch Verringern der Denaturierungsmittelkonzentration rickgefaltet.
Das gefaltete Protein wird schliellich eluiert (D’Alatri et al., 1998). Fur die Renaturie-
rung von Proteinen mit nativen Disulfidbindungen ist ein Redoxsystem erforderlich. Die
Kombination von reduzierten und oxidierten Formen von Redoxmitteln wird in Molver-
haltnissen von 1:1 bis 10:1 verwendet, zum Beispiel Glutathion (GSH/GSSG),
DTT/oxidiertes Glutathion, Cystein/Cystin (Chakravarthi et al., 2006). Es gibt keinen
universellen Rickfaltungspuffer, da sich jedes Protein in einigen Aspekten von anderen
unterscheidet. Daher ist es notwendig, die Ruckfaltungsbedingungen fur jedes Protein

zu Uberprufen. Die Verwendung von Zusatzstoffen kann die korrekte Rickfaltung des

25



Proteins beglnstigen. Beispiele fur Zusatzstoffe sind Aceton, Acetoamid, Harnstoff, Zu-
cker, DMSO und Polyethylenglykol (Yasuda et al., 1998).

1.4.6 Aufreinigung rekombinanter Proteine

Affinitatschromatographie:

Die Affinitatschromatographie ist eine selektive und vielseitige Form der Flussigkeits-
chromatographie, die auf der reversiblen und spezifischen Bindung zwischen einem
Protein und seinem Liganden beruht (Ayyar et al., 2012). Darunter fallen beispielsweise
die Bindung eines Hormons an seinen Rezeptor, die Wechselwirkung zwischen Enzym
und seinem Substrat, sowie die Bindung eines Antikorpers an sein Zielantigen. Diese
Spezifitat der Wechselwirkung wird bei der Affinitatschromatographie genutzt, indem
einer der wechselwirkenden Stoffe, der so genannte Affinitatsligand, auf der Saule als
Trager der stationaren Phase immobilisiert wird. Das Zielprotein wird durch selektive
Absorption an dem Affinitatsliganden aus einem komplexen Gemisch eluiert. Das kom-
plexe Gemisch, das das Zielprotein enthalt, wird in eine mobile Phase eingebracht, die
die richtige Zusammensetzung und den richtigen pH-Wert fir die Bindung des Zielpro-
teins an den Affinitatsliganden aufweist, wahrend andere Komponenten durchgelassen
werden. Das zuruckgehaltene Target wird dann von der Saule eluiert. Die Methode der
Wahl fur die Elution des Targets hangt von der Affinitat der Interaktion zwischen Target
und Ligand ab. Nach der Elution lasst man die Saule regenerieren, bevor die nachste
Probe aufgetragen wird (Arora et al., 2017).

Eine Voraussetzung fur die Affinitatschromatographie ist ein Tragersystem flr die Lig-
anden und Targets. Zu den gewlinschten Eigenschaften, die von diesen Tragermateria-
lien erwartet wurden, gehdérten ein Minimum an unspezifischer Absorption, Unldslichkeit
in dem verwendeten Puffersystem, Anpassungsfahigkeit an die entsprechenden Fliel3-
eigenschaften, Verflugbarkeit einer angemessenen Oberflache und einfache Aktivierung
fur die Kopplung des Liganden. Darluber hinaus sollten sie gleichmaflig in einer Saule
verteilbar sein, Makroporositat und Hydrophilie aufweisen und stabil genug sein, um
verschiedenen chemischen und mechanischen Beanspruchungen standzuhalten. Je
nach Herkunft der Verbindungen wurden die fur die Affinitatschromatografie verwende-
ten Matrizes in drei Klassen eingeteilt: naturliche, synthetische und anorganische. Zu

den Tragerarten zahlen zum Beispiel Polystyrol, Agarose, Cellulose und Siliziumdioxid.
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Diese chromatographischen Matrizes kénnen auf Saulen verwendet werden, jedoch
sind die relativ hohen Kosten und der hohe Druckabfall entlang der Saule bei bestimm-
ten Anwendungen nicht erwunscht. Daher wurde mit der Entwicklung von Affinitats-
membranen eine alternative Methode flur die Bioseparation grof3er Proteine eingesetzt.
Affinitdtsmembranen bieten verbesserte Massentransfereffizienzen, einfache Handha-
bung, Makroporositat, grofiere Oberflache und héhere dynamische Bindungskapazitat
(Teeters et al., 2003).

Die Affinitatsliganden sind der Hauptbestandteil eines erfolgreichen affinitdtschromato-
graphischen Aufbaus (Hage et al., 2012). Zu den typischen Eigenschaften eines geeig-
neten Liganden fir die Affinitatschromatographie gehoéren die Affinitat zum Target, die
Spezifitat, die Immobilisierbarkeit, die Stabilitat unter rauen Wasch- und Elutionsbedin-
gungen und die Beibehaltung der Target-Bindungskapazitat nach der Bindung an die
Matrix. Ein spezielles Verfahren ist die IMAC (Arora et al., 2017).

Immobilized metal ion affinity chromatography:

IMAC ist ein haufig genutztes Verfahren fur die Proteinaufreinigung, das auf der Affinitat
von Ubergangsmetallionen wie Ni2*, Zn?*, Cu?*, und Co?* zu den Aminoséauren Cystein,
Histidin und Tryptophan in wassrigen Losungen basiert. Die Anwendung dieser Metalli-
onen wurde schlielich, durch deren Immobilisierung auf einen Trager, zur Fraktionie-
rung und Reinigung von Proteinen in Losungen ausgedehnt (Porath et al., 1975). Jene
Aminosaurereste sind auf der Proteinoberflache exponiert, und Uber sie binden Proteine
spezifisch an die Koordinationsstellen der Metallionen. Die bekannteste Anwendung ist
die Reinigung von Fusionsproteinen mit einem His-Tag. Diese Technik hat sich zu ei-
nem wichtigen Instrument fur die Reinigung von Proteinen entwickelt, vom Labormal3-
stab bis hin zum industriellen Mal3stab. Das bei der IMAC verwendete chromatographi-
sche Sorptionsmittel besteht aus einem Trager, an den ein chelatbildender Ligand Uber
einen Linker gebunden ist. Elektronendonoratome (N, S und O) in den Chelatbildnern,
die an den chromatographischen Trager gebunden sind, kdnnen die zugegebenen Me-
tallionen koordinieren und Metallchelate bilden. Einige Koordinationsstellen der Metalli-
onen bleiben frei fur die Bindung an Lésungsmittel oder Protein (Kagedal, 2011).

Die Elution des Zielproteins kann durch die Verwendung eines Puffers mit niedrigem
pH-Wert, eines kompetitiven Verdrangungsmittels oder eines Chelatbildners erreicht

werden. Haufig werden Elutionspuffer mit einem niedrigen pH-Wert, zum Beispiel pH

27



4,0, verwendet. Der pKa-Wert des Imidazolrings des Histidinrests betragt etwa 6,0, und
das Imidazol wird protoniert, wenn der pH-Wert auf etwa 4,0 gesenkt wird. Unter dieser
Bedingung bindet der protonierte Imidazolring nicht an die Metallionen und wird dann
eluiert. Die kompetitive Verdrangung mit Imidazol bei annahernd neutralem pH-Wert ist
fur Proteine, die empfindlich auf einen niedrigen pH-Wert reagieren, besser geeignet.
Die Einflhrung eines starken Chelatbildners wie EDTA erleichtert die Elution der Ziel-
proteine. EDTA extrahiert die Metallionen und unterbricht die Wechselwirkung zwischen
Proteinen und Chelatliganden. Daher muss die Saule vor der nachsten Reinigung er-
neut mit Metallionen aufgeladen werden der nachsten Aufreinigung erforderlich (Cha-
ga,2001).

Es wurde eine Vielzahl von IMAC-Tragern mit unterschiedlichen Vorzigen und Ein-
schrankungen entwickelt. Traditionelle Trager basieren auf einer Weichgelmatrix wie
Agarose. Polysaccharide wie Cellulose haben den Vorteil der biologischen Vertraglich-
keit und der leichten Aktivierung. Sie weisen jedoch eine geringe mechanische Festig-
keit auf und kdnnen daher nicht in Hochdrucksystemen verwendet werden. Anorgani-
sche Trager, wie Siliziumdioxid haben dagegen hervorragende mechanische Eigen-
schaften, leiden aber unter dem Nachteil der irreversiblen unspezifischen Adsorption
von Proteinen (Cheung et al., 2012).

Die Wahl des auf der IMAC-Matrix immobilisierten Metallions hangt von der Anwendung
ab. Zweiwertige lonen wie Cu?*-, Ni*-, Zn?*- und Co?*-lonen werden fiir die Aufreini-
gung von Histidin-markierten Proteinen verwendet (Borrebaeck et al., 1981).
Die Kompatibilitat von IMAC-Matrizen mit einer Vielzahl von Chemikalien wie Cha-
otropika, Salzen, organischen Lésungsmitteln, Detergenzien und Reduktionsmitteln er-
leichtert die Anpassung an die spezifischen Anforderungen der Reinigung einzelner
Proteine. Es ist gangige Praxis, Natriumchlorid (0,3 - 1,0 M) in Puffer fur die IMAC zu
geben, um die ionische Wechselwirkung zwischen den Proteinen und dem Harz zu mi-
nimieren (Lonnerdal et al., 1977). Glycerin (bis zu 50 %) oder Ethanol (bis zu 20 %)
konnen dem Puffer hinzugefugt werden, um hydrophobe Wechselwirkungen zwischen
den Proteinen zu verhindern (Esfandiar et al., 2010).

AuBerdem wird normalerweise ein Ladepuffer mit einem leicht alkalischen pH-Wert
verwendet. Der Grund daflr ist, dass die Elektronendonorgruppen auf der Proteinober-

flache in diesem pH-Bereich unprotoniert sind und die Bindung erleichtern. Die Bindung
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an andere funktionelle Aminogruppen auf der Proteinoberflache wird in einem alkali-
scheren Bereich begilnstigt, was die Selektivitat verringert. Am haufigsten werden
Phosphat- und Acetatpuffer verwendet, da sie nicht an die Koordinationsstellen des
chelatierten Metallions binden (Wong et al., 1991).

Im E. coli-System kommt es haufig zu einer fehlerhaften Proteinexpression. Aufgrund
von Fehlern bei der Initiierung der Translation, vorzeitiger Beendigung der Proteinsyn-
these oder durch falsche Faltung und anschlieliendem Abbau des fehlgefalteten Pro-
teins durch Proteasen des Wirts kdnnen Varianten des Zielproteins entstehen. Da diese
verklrzten Proteine viele Eigenschaften mit dem Zielprotein gemeinsam haben, erge-
ben sich Probleme bei der chromatographischen Abtrennung dieser Proteine vom Ziel-
protein. Dies fuhrt zu einer Verunreinigung des Endprodukts. Diese Probleme kdnnen
durch das Einfugen eines Histidin-Tags an den N- bzw. C-Terminus des Zielproteins
gelost werden. Kontaminierte Proteine ohne Histidin-Tag binden namlich nicht an das
IMAC-Harz und kénnen daher von den korrekt exprimierten Zielproteinen getrennt wer-
den (Jones et al., 1995).

Durch die Verwendung eines an das Zielprotein fusionierten Histidin-Tags kann das
Protein unter denaturierenden Bedingungen in einem einzigen Chromatographieschritt
gereinigt werden. Die hohe Selektivitat der Bindung zwischen dem mit Histidin markier-
ten Protein und dem IMAC-Harz und die Tatsache, dass bakterielle Proteine keine Me-
tallaffinitat aufweisen, sind der Grund fur den geringen Grad der Kontamination mit bak-
teriellen Proteinen (Sawadogo and Van Dyke, 1995). IMAC funktioniert gut bei einem
pH-Wert von 5 (Andersson and Porath, 1986) bis 8,5 (Coppenhaver, 1986). Die Metalli-
onen lassen sich leicht vom Harz ablésen, so dass eine Vielzahl von Metallionen auf
demselben Harz getestet werden kann, um die fur die Reinigung des Zielproteins opti-
malen Metallionen zu ermitteln. Das Up-Scaling von IMAC ist relativ einfach und repro-
duzierbar, sogar fur industrielle Anwendungen (Porath, 1992). Kleine Proteine kdnnen
oft nicht mit der Immunaffinitdtschromatographie gereinigt werden, da es nicht einfach
ist, Antikdrper gegen kleine Proteine zu zlchten. Die IMAC ist jedoch fur kleine Proteine
geeignet, die eine Affinitdt zu Metallionen aufweisen. Der Histidin-Tag kann bei der
Mehrzahl der Proteine durch Rekombinationstechnik leicht eingebaut werden. Alle mit
Histidin markierten Proteine kbnnen mit IMAC gereinigt werden, so dass keine individu-

ellen Downstream-Prozesse entwickelt werden missen. Da die Proteinreinigung mittels
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IMAC auf der Affinitat von Proteinen zu Metallionen beruht, kann diese Methode nicht
fur Proteine ohne Metallaffinitdt verwendet werden. Chelatbildner wie EDTA, die die
Metallionen vom Harz ablésen, mussen vermieden werden. Vorsicht ist auch bei der
Verwendung anderer potenziell chelatbildender Gruppen geboten.

In Summe lasst sich sagen, dass IMAC ein sehr leistungsfahiges Verfahren ist, da es
eine Verringerung der Anzahl der Schritte im Reinigungsverfahren ermdglicht und Pro-
dukte von wunschenswerter Qualitat und hoher Reinheit liefert (Cheung et al., 2012).
Size-exclusion chromatography (SEC):

Ein weiteres prominentes Verfahren der Flissigkeitschromatographie ist die SEC, wel-
che die Auftrennung nach Molekulargewicht ermdglicht. Die Trennung bei der SEC ba-
siert auf dem teilweisen Ausschluss von Polymermolekllen aus den Poren der stationa-
ren Phase (Striegel, 2009). Die Isolierung durch SEC basiert insbesondere auf dem un-
terschiedlichen Elutionsverhalten von Partikeln unterschiedlicher Grof3e, die durch ein
poréses Polymer, das die stationare Phase bildet - auch als Gel-Filtrationsmatrix oder
Harz bezeichnet - und durch die mobile Phase der SEC-Saule getragen werden (Mon-
guio-Tortajada et al., 2019).

Im Gegensatz zu Techniken wie lonenaustausch- (IEX) oder Affinitatschromatographie
(AC) binden die Molekile nicht an das Harz, was bedeutet, dass die Pufferzusammen-
setzung keinen direkten Einfluss auf die Aufldsung hat. Daher kdnnen die Bedingungen
je nach Art der Probe oder den Anforderungen flr die weitere Reinigung, Analyse oder
Lagerung variiert werden, was einen wesentlichen Vorteil mit sich bringt. Durch ihre
Vielseitigkeit eignet sich die SEC gut fiir Biomolekiile, die empfindlich auf Anderungen
des pH-Werts, der Konzentration von Metallionen oder Cofaktoren oder auf raue Um-
weltbedingungen reagieren. Zusatzlich Iasst sich die SEC in einem breiten Temperatur-
bereich durchflihren, somit lassen sich die Anforderungen der meisten Experimente
abdecken.

Um eine Trennung durchzufuhren, wird das Harz, welches aus einer pordésen Matrix aus
chemisch und physikalisch stabilen kugelférmigen Partikeln besteht, in eine Saule ge-
packt. Die Partikel weisen Eigenschaften auf, die die Adsorption von Biomolekilen mi-
nimieren. Mit einem Puffer, der die Poren der Matrix und den Raum zwischen den Parti-
keln flllt, wird die Saule ins Gleichgewicht gebracht. Die Flussigkeit innerhalb der Po-

ren, die stationare Phase, befindet sich im Gleichgewicht mit der Flussigkeit - Puffer
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oder mobile Phase - aulRerhalb der Partikel. Die Probenkomponenten werden isokra-
tisch eluiert, das heillt die Pufferzusammensetzung bleibt wahrend der gesamten Tren-
nung konstant. Wahrend der Trennung ist es nicht notwendig verschiedene Puffer zu
verwenden, jedoch wird am Ende oft ein Waschschritt mit dem Laufpuffer durchgefuhrt,
um Molekile zu entfernen, die mdglicherweise auf der Saule zurickgehalten wurden,
und um die Saule fur einen neuen Lauf vorzubereiten. SEC kann direkt nach anderen
Verfahren wie IEX oder AC durchgeflhrt werden, da die Pufferzusammensetzung im
Allgemeinen keinen Einfluss auf die endgultige Trennung hat.

Die Ergebnisse der SEC werden in der Regel in Form eines Chromatogramms darge-
stellt, welches die Konzentrationsschwankungen der Probenbestandteile beim Eluieren
von der Saule in der Reihenfolge ihrer MolekulgroRe zeigt. Kleine Molekule kénnen in
die meisten Poren eindringen, haben dadurch eine langere Aufenthaltszeit in der Saule,
und eluieren am Ende des Chromatogramms. GroRere Molekile kdénnen nicht in alle
Poren eindringen und passieren die Saule schneller. Makromoleklile, die zu grof3 sind,
um in Poren einzudringen, eluieren an der Ausschlussgrenze der Saule (Uliyanchenko,
2014).

Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC):

Die FPLC ist eine Form der Chromatographie, die fir die Aufreinigung von Proteinen
mit hoher Auflosung und Reproduzierbarkeit entwickelt wurde. Die stationdre Phase
besteht aus Kugelchen mit kleinem Durchmesser - in der Regel vernetzte Agarose - die
in Glas- oder Kunststoffsaulen gepackt sind und eine hohe Ladekapazitat haben. Je
nach Anwendung kann aus einer Vielzahl von Harzen gewahlt werden, die in unter-
schiedlichsten Partikelgro3en und Ligandenoberflachen zur Verfugung stehen. Neben
einer breiten Palette von wassrigen Puffern, welche die mobile Phase darstellen, kon-
nen auch zahlreiche stationare Phasen fur die wichtigsten chromatographische Verfah-
ren verwendet werden. Hierzu zahlen beispielsweise lonenaustausch-, Gelfiltration- und
Affinitatschromatographie. Im Allgemeinen wird die Durchflussrate der mobilen Phase
mit einer, normalerweise konstant gehaltenen, Pumpe gesteuert. Die Zusammenset-
zung des Puffers kann durch Mischen zweier oder mehrerer Losungen in externen Be-
haltern jedoch variieren. Im Gegensatz zur Hochleistungs-Flussigkeitschromatographie
(HPLC) ist der verwendete Pufferdruck niedrig, typischerweise bei 5 bar, daflr ist aber

die Durchflussrate hoch, zum Beispiel 1 — 5 mL/min. Die FPLC ermdéglicht, die Analyse
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von Proben, die Milligramm an Proteinen in 5 mL-Saulen enthalten, bis hin zur prapara-
tiven Herstellung von Kilogramm gereinigter Proteine mit Saulen mit einem Volumen
von mehreren Litern (Pontis, 2017). Mit der FPLC konnen zahlreiche Parameter wie
UV-Absorpton, pH-Wert und elektrischer Leitwert gleichzeitig Uberwacht werden. Zu-
satzlich kdnnen mehrere Saulen im Tandembetrieb eingesetzt werden, was die fur die
Gewinnung reiner Proteine bendtigte Zeit minimiert. Die Entwicklung einer erfolgreichen
Reinigungsstrategie setzt voraus, dass der Benutzer die molekularen Details seines
Zielproteins kennt, um die individuellen Eigenschaften des Proteins wie Molekularge-

wicht, Ladung oder Hydrophobizitat zu nutzen (Robinson et al., 2017).

1.5 Ziele der Arbeit

Hauptaugenmerk dieser Arbeit galt der Integration eines Autosamplers in das System
der FPLC, um die Aufreinigung von mehreren, verschiedenen Proteinen hintereinander
in einem Vorgang gewahrleisten zu kdnnen und somit diesen Arbeitsschritt im Laborall-
tag zu vereinfachen und verbessern. Dies war insofern von Bedeutung, da ein weiterer
Aspekt dieser Arbeit die Expression und Aufreinigung von DC-SIGN ECD und CRD WT
und deren Mutanten war. Aufgrund der Durchfihrung von NMR-Experimenten und funk-
tionalen Assays musste eine ausreichende Proteinmenge zur Verfligung gestellt wer-
den. Die Assays wurden durchgefuhrt, um die Mutanten mit dem WT vergleichen zu

konnen.
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2 Materialien & Methoden

2.1 Proteinexpression und -aufreinigung

2.1.1 DC-SIGN ECD Wildtyp (WT) + Mutanten

Zuerst wurde eine Vorkultur erstellt. Fur 1 L Kultur wurde 1 ml des Glycerol Stock der
E.coli-BL21-Bakterien mit dem entsprechendem Plasmid (pET30b, DC-SIGN ECD,
Aminosauren 64-404, mit CRD und neck domains) in 50 mL Luria-Bertani (LB) Medium
zusammen mit 35 pg/mL Kanamycin vereint und Uber Nacht bei 37°C und 180 rpm in-
kubiert.

Wahrend die Vorkultur 15 min bei 4000 x g zentrifugiert wurde, wurde 1 L LB Medium
mit 35 uyg/mL Kanamycin versetzt. Das Pellet wurde nach der Zentrifugation darin re-
suspendiert und bei 37°C und 160 rpm inkubiert, bis ein ODeoo von ~0.9 erreicht wurde
(IMPLEM NanoPhotometer). AnschlieRend erfolgte die Induktion mit 1 mM Isopropyl-3-
D-thiogalactopyranosid (IPTG), 4 h lang bei 37°C und 140 rpm. Schlie3lich wurden die
Bakterien durch 30 min Zentrifugation bei 4000 x g und 4°C geerntet, die erhaltenen
Pellets wurden in ~20-30 mL Lysis Puffer resuspendiert und tber Nacht bei -20°C gela-
gert.

Am nachsten Tag wurde nach dem Auftauen mit Lyse-Puffer auf ~300 mL aufgefullt und
4 mg Lysozym und 500 U DNAse | pro g Zellpellet zugefuigt. Die Zelllyse erfolgte mittels
Sonikation (Branson Sonifier; 55% Amplitude, Puls an: 10 s, Puls aus: 50 s; Gesamt-
zeit, in der der Puls an war: 10 min) auf Eis. Die Inklusionskoérper wurden durch 1 h
Zentrifugation bei 16639 x g geerntet. Die erhaltenen Pellets wurden dreimal mit Lyse-
Puffer gewaschen und zweimal mit ultrareinem Wasser (jeweils 15 min bei 15000 g).
Anschlielend wurden die Pellets in 30 mL Denaturierungs-Puffer, dem 1 mM Dithioth-
reitol (DTT) zugeflgt wurde, bei 37°C und 180 rpm wieder aufgeldst. Nach 1 h Zentrifu-
gation bei 16639 x g wurde die Losung Uber die FPLC-Anlage (Biorad NGC Quest 10
Plus Chromatography System) mit einer Durchflussrate von 1 mL/min unter Ruhren in
1x CTLR Ruckfaltungs-Puffer mit 0,2 mM GSGG (ox.) und 1 mM GSH (red.) bei 4°C
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mindestens 1:10 verdinnt und das Protein somit riickgefaltet (24 h lang). Nach 30 min
Zentrifugation bei 16639 x g wurde der Uberstand zur Dialyse in 5 L 1x MCBB gegeben.
Nach einem weiteren Dialyseschritt gegen 5 L 1x MCBB wurde 30 min bei 16639 x g
zentrifugiert, um prazipitiertes Protein abzutrennen. AnschlieRend erfolgte die Aufreini-
gung mittels Chromatographie Uber eine Mannan-Saule. Zuerst wurde die Saule mit
ultrareinem Wasser und 1x MCBB (mannan-chromatography binding buffer) gewaschen
und anschlieBend die Proteinldsung aufgetragen. Der Durchfluss der Losung wurde
gesammelt. Die Elution des Proteins erfolgte mit 1x TBS + 5 mM EDTA, es wurden
Fraktionen von 1-2 mL gesammelt. Die Detektion, ob Protein vorhanden war, erfolgte in
einer Mikrotiterplatte mit Coomassie und einer Farbreaktion nach Dunkelblau. Fraktio-
nen wurden auf Proteingehalt mithilfe der Bradfordreagenz (Thermo Scientific Coomas-
sie Plus Protein Assay Reagent) getestet (95 uL Coomassie pro well vorlegen, 5 uL der
Fraktion hinzufigen). Die Protein-enthaltenden Fraktionen wurden vereint und zweimal
gegen 5 L 1x HBS + 5§ mM CaCl: dialysiert, fur mindestens vier Stunden pro Dialyse-
schritt. Nach 30 min Zentrifugation bei 16639 x g erfolgte die Aufkonzentrierung eben-
falls Gber Zentrifugation (wiederholt 5 min bei 4000 x g) mit einem Amicon-Spinfilter. Die
Konzentration wurde bei 280nm mittels NanoDrop bestimmt (IMPLEM NanoPhotome-
ter; Extinktionskoeffizient fir DC-SIGN ECD A2zs0, 0,1% = 1.812). Die Proteinldsung
wurde zum Schluss aliquotiert (100 oder 200 pL), mit flussigem N2 schockgefroren und
schlielich bei -80°C gelagert.

2.1.2 DC-SIGN CRD WT + Mutanten:

Neben dem Wildtyp wurden die Mutanten E358A, F313A, F359L, 1376V, N344Q,
Q323A, T314A, T314S und W364F (pET28a-Plasmid, GenScript) exprimiert und aufge-
reinigt. Anstatt LB Medium wurde hierfur jedoch M9 Minimalmedium verwendet, wel-
ches °N gelabeltes NH4Cl enthalt. Ansonsten erfolgte die Expression wie oben be-
schrieben. Auch das Ernten der Inklusionskdrper (Sonikation, Waschen der Pellets) und
deren Auflésung in Denaturierungs-Puffer erfolgte ident. Nach der Ruickfaltung des Pro-
teins wurde jedoch gegen 5 L 1x TBS + 5 mM CaClz dialysiert. Nach 1 h Zentrifugation
bei 16639 x g wurde mittels fast protein liquid chromatography (FPLC; Biorad NGC Qu-
est 10 Plus Chromatography System) aufgereinigt (Puffer A = 1x TBS + 5 mM CacClz,

Puffer B = 1M Imidazol). Die Saule der FPLC-Anlage wird mit Nickel>* (Ni?*) beladen.
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Es wird das Prinzip der Metall-Affinitatschromatographie (immobilized metal ion affinity
chromatography = IMAC) genutzt. So erfolgte in diesem Fall die Elution durch stufen-
weise Erhdhung des prozentuellen Anteils von Puffer B an der Gesamtpuffermenge. Mit
Hilfe des Chromatogramms wurden die Protein-enthaltenden Fraktionen identifiziert,
vereint, und dann gegen 5 L 1x TBS + 5 mM CacCl: dialysiert. Der zweite Dialyseschritt
wurde gegen 5 L 1x MES + 5 mM CacClz durchgefihrt. Die Aufkonzentrierung erfolgte
wieder ident jener von DC-SIGN ECD, ebenso die Messung der Proteinkonzentration
(Extinktionskoeffizient fur DC-SIGN CRD A2so, 0,1% = 2,966). Die Aliquotierung und

Lagerung erfolgten wieder ident.

2.2 Automatisierung des Aufreinigungsvorganges mittels
FPLC

Das Hauptziel dieser Arbeit war die Integration eines Autosamplers (Teledyne ASX-560,
Abb. 4) in die FPLC-Anlage (Biorad NGC Quest 10 Plus Chromatography System), um
die Proteinaufreinigung zu vereinfachen und auch mehrere verschiedene Proteine

nacheinander aufreinigen zu kénnen.
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Abbildung 4: Autosampler und FPLC-Anlage: Der Probenarm des Autosamplers befindet sich in der
Waschstation. In den Racks davor kénnen die Probelésungen in Falcons platziert werden. Die aufgsaug-
te Probe gelangt Uber einen Schlauch an den S1 Port 1 der Probenpumpe an der FPLC-Anlage und wird

somit in das System zur Proteinaufreinigung eingebracht.

Der Autosampler verflgt uber einen Probenarm, welcher die Probeldsung aufsaugt. Es
ist eine Waschstation vorhanden, in der der Probenarm gereinigt wird. Hierflur wird ein
Gefaly mit ultrareinem Wasser und ein Abfallgefald bendtigt. Als Probenbehalter wurden
Falcons mit einem Volumen von 50 mL gewahlt.

SchlieBlich wird der Autosampler an den S1 Port 1 der Probenpumpe der FPLC-Anlage
angeschlossen. Die aufgesaugte Probel6sung gelangt somit Uber diesen Anschluss zur
FPLC-Anlage und die Aufreinigung kann beginnen. Zusatzlich zur Software der FPLC —
ChromLab — muss auch die Software AScript verwendet werden, um den Ablauf richtig
programmieren zu kdnnen. Die Kommunikation der beiden Gerate erfolgt Uber ein Sig-
nal Import Module (SIM). In der Software AScript musste ein Protokoll erstellt werden, in
dem die Arbeitsschritte richtig aneinandergereiht und definiert wurden. Zuerst musste
» 1rigger the following on input from port® aus Port 1 ausgewahlt werden, da Uber diesen
Port Autosampler und FPLC-Anlage miteinander verbunden wurden. Beim ersten
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Schritt - ,Define Label” - musste ,Start‘ ausgewahlt werden. Als nachstes wurde die
,Wait (Time)“ mit 30 Sekunden festgelegt. Bei ,Wait for Port Input* wurde ,Port 1 Open®
eingestellt. Mit dem Schritt ,Move to next Tube® wurde festgelegt, dass der Probenarm
zum entsprechenden Probenbehalter mit der Proteinlosung wandert. ,Lower Sample
Probe“ beschreibt das Eintauchen des Probenarms in die Proteinlésung. Die Eintauch-
tiefe wurde mit 140 mm so gewahlt, dass der Probenarm nicht den Boden des Falcons
berthrt und madglicherweise beschadigt wird, jedoch die ganze Probenlésung aufsau-
gen und zur FPLC-Anlage transportieren kann. Anschliel3end erfolgte eine ,,Wait (Time)*“
von 60 Sekunden. Danach wurde bei einem erneuten Schritt mit ,Wait for Port Input
.Port 1 Closed* eingestellt. Mit ,Move to Rinse“ begibt sich der Probenarm zur
Waschstation und wird gereinigt, die Eintauchtiefe wurde wieder mit 140 mm gewahlt.
Die nachste ,Wait (Time)” betragt 360 Sekunden. SchlielBlich wird der Schritt ,Pump
Off* eingefligt. Zum Schluss wird noch ,If Position ... Go to Label“ angeflgt. Dieser
Schritt definiert die Anzahl der Durchlaufe, die durchgefiihrt werden, und somit die An-
zahl der aufgetragenen Proben. Fur x Proben muss hier ,< x+1“ ausgewahlt werden,
sowie ,Goto Label Start“. Das System merkt sich den Standort des letzten Probenbehal-
ters, und somit wandert der Probenarm bei Wiederholung des Protokolls im Falle meh-

rerer Proben bei ,Move to next Tube” zum nachsten Behalter.
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Abbildung 5: Module der FPLC-Anlage: In der Software ChromLab lassen sich die einzelnen Module
der FPLC-Anlage aneinanderfiigen. Es kénnen auch zusatzliche Module eingebaut werden, beziehungs-
weise kann die Reihenfolge verandert werden. In diesem Fall setzte sich das System aus den Modulen

Systempumpen A+B, Probenpumpe, Saule, UV-Detektor, SIM-Modul und Fraktionskollektor zusammen.

Bei ChromLab musste ebenfalls ein Protokoll erstellt werden, und hierfur in der Anei-
nanderreihung der einzelnen Module das SIM-Modul zur Kommunikation zwischen den
Geraten eingefligt werden (Abb. 5). Die einzelnen Phasen waren Initialisation, Equilibra-
tion, Sample Application, Column Wash, Elution und eine erneute Column Wash. In der
Initialisation- und Equilibration-Phase lasst sich der SIM-Status von ,SIM Digital Out 1-
4“ verandern. Hier ist es aulerst wichtig, dass in der Initialisation-Phase zunachst bei
jedem SIM der Status auf ,Stay low* eingestellt ist. In der Equilibration-Phase muss je-
doch der Status von ,SIM Digital Out 1 auf ,Stay high“ geandert werden. Dies ist die
Verknipfung und Kommunkation mit dem Autosampler, hierzu wurde in AScript bei
,Wait for Port Input“ ,Port 1 Open“ eingestellt. So startet der Autosampler schlief3lich mit
der Aufnahme der Probelésung, welche dann zur Probenpumpe der FPLC-Anlage
transportiert wird. Der folgende Schritt im ChromLab-Protokoll ist die Sample Applicati-
on — die Probelésung wird durch die Probepumpe in das System der FPLC-Anlage ge-
bracht und schlie8lich auf die Saule aufgetragen. Bei diesem Schritt missen auch wie-
der alle SIM-Status auf ,Stay low* gestellt werden. Als Probenvolumen muss 50 mL ge-
wahlt, beziehnungsweise auch etwas mehr, solange ,Interrupt Injection If Air is Detec-
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ted“ ausgewahlt ist. So kann sichergestellt werden, dass das ganze Probenvolumen
aufgesaugt wird, jedoch gestoppt wird, sobald Luft in das System eingebracht werden
wurde. Weiters ist noch zu beachte, dass bei ,Sample Position® ,S1 Port 1“ und bei
,Buffer Position“ ,S1 Port 8 ausgewahlt ist, um die richtige Zuordnung von Probe und
Puffern zu gewahrleisten. Beim ersten Waschschritt (Column Wash) wird die Saule mit
Puffer A gewaschen. Im Schritt Elution wird das Protein, welches an die Saule gebun-
den hat, durch eine Mischung mit 30% Puffer B eluiert und die Fraktionen werden ge-
sammelt. Der zweite Column Wash erfolgt zunachst mit 100% Puffer B, um alles von
der Saule abzuldésen, dann mit 100% Puffer A, um die Saule zu waschen. Anhand der
Chromatogramme kann entschieden werden, mit welchen Fraktionen weitergearbeitet
wird. Entscheidend ist hierfur die Absorption bei 280 nm. Die angesaugte Luft, die sich
im Probeschlauch des Autosamplers befindet, wird manuell Uber Primen an der Probe-
pumpe der FPLC-Anlage entfernt. Der Schlauch kann anschlieRend in der Waschstati-
on des Autosamplers gewaschen werden. Dafir ist die Erstellung eines Protokolls in
Ascript notwendig. Die Arbeitsschritte ,Move fo Rinse*, ,Lower Sample Probe“ und
~Pump On“ werden nacheinander eingefugt, mit , Test Script® wird der Waschvorgang

gestartet. Zum Beenden dieses Schrittes wird danach ,Pump Off* eingeflgt.

Der Probenschlauch des S1 Port 8 der Probenpumpe war in ultrareinem Wasser, Sys-
tempumpe A in 1x TBS + 5 mM CaCl2 (Puffer A) und die Systempumpe B in 1 M Imida-
zol (pH = 7,6; Puffer B). Nach Betrachtung des Chromatogrammes wurden die entspre-
chenden proteinenthaltenden Fraktionen jeder Mutante vereint und dann gegen 5 L 1x
TBS + 5 mM CacCl:z dialysiert. Der zweite Dialyseschritt erfolgte gegen 5 L 1x MES + 5
mM CaClz. Fir die Aufkonzentrierung wurde die Proteinlédsung zunachst 30 min bei ma-
ximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Danach wurde in Amicon-Spinfiltern ebenfalls
uber Zentrifugation (wiederholt 5 min bei 4000 x g) aufkonzentriert. Mittels NanoDrop
wurde die Konzentration bestimmt (Extinktionskoeffizient fiir DC-SIGN CRD Azso, 0,1%
= 2,966). Angestrebt wurde eine Konzentration von 5 mg/mL, die in den meisten Fallen
auch erreicht wurde. Letztlich wurde die Proteinlésung wieder aliquotiert (zu 100 oder
200 pL) und mit flissigem N2 schockgefroren. Die Lagerung der Proteine erfolgte wie-
der bei -80°C.
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2.3 Durchgefuhrte Assays

2.3.1 HRP-Assay

DC-SIGN ECD Wildtyp und die Mutanten wurden auf 96 well-Platten (Thermo Scientific
MaxiSorp) Uber Nacht bei 4°C immobilisiert (50 ug/mL, 100 yL/well). Eine Ausnahme
bildeten DC-SIGN ECD M270F und Q323A, die in einer Konzentration von 25 ug/mL
verwendet wurden (100 uL/well). Es wurde mit Duplikaten gearbeitet. Nach drei Wasch-
vorgangen mit 100 pL/well 1x HBS + 5 mM CaCl2 wurden unspezifische Bindungen
durch das Auftragen 100 uL/well ELISA-Blockpuffer fir 2 h verhindert. Nachdem die
Waschvorgange wiederholt wurden, wurde die Platte mit Horse Radish Peroxidase
(HRP) Uber Nacht und unter Lichtausschluss inkubiert. In die erste Reihe der Platten
wurde 500 ng/mL HRP in ELISA-Waschpuffer aufgetragen. Dazu wurde die 1 pg/ml
HRP-Stammlosung mit ELISA-Waschpuffer verdinnt. AnschlieBend wurde eine 1:1
Verdunnungsreihe hergestellt. Am nachsten Tag wurde nach erneutem dreimaligen
Waschen 100 yL/well TMB Substrat aufgetragen und es konnte eine Farbreaktion nach
Blau beobachtet werden. Die Reaktion wurde schlieRlich mit 100 pL/well 1 M H2SO4
gestoppt, es erfolgte eine Farbanderung nach Gelb. Die Absorption wurde schlussend-
lich bei 450 nm vermessen (PerkinElmer Multimode Plate Reader EnSpire 2300) (Aretz
et al., 2018).

2.3.2 Biotin-Streptavidin-HRP-Assay

HierfGr wurden zwei Platten (Thermo Scientific MaxiSorp) verwendet, an denen bereits
der HRP-Assay durchgefuhrt worden war und DC-SIGN ECD Wildtyp und Mutanten
bereits immobilisiert waren (50 ug/mL, 100 pL/well), beziehungsweise DC-SIGN ECD
M270F und Q323A mit 25 yg/mL und 100 uL/well. Es wurde auf den letzten beiden
Reihen (G und H) der Platten gearbeitet. Zunachst wurden die wells beider Reihen ein-
mal mit 100 uL/well 1x HBS + 5mM CaCl2 gewaschen. Anschlie3end wurden 50 pL/well
des ersten Antikorpers, CD209 DC-SIGN AB antihuman Biotin (Miltenyi Biotec, 130-
109-646), aufgetragen, der zuvor mit ELISA-Waschpuffer 1:10 verdunnt wurde. Die bei-
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den Platten wurden Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag wurde erneut ein-
mal mit 100 pL/well 1x HBS + 5mM CaClz2 gewaschen. Das Streptavidin-HRP-Konjugat
wurde 1:1000 mit ELISA-Waschpuffer verdinnt und schlief3lich mit 50 uL/well aufgetra-
gen. Danach wurde fur zwei Stunden unter Lichtausschluss bei 4°C inkubiert. Es folgten
drei Waschvorgange mit 100 uL/well 1x HBS + 5mM CaClz. Danach wurden 100 uL/well
TMB Substrat aufgetragen. Die Farbreaktion nach Blau wurde mit 100 uL/well 1M
H2SO4 gestoppt, es erfolgte eine Farbanderung nach Gelb. Die Absorption wurde bei
450 nm vermessen (PerkinElmer Multimode Plate Reader EnSpire 2300) (Aretz et al.,
2018) .

2.4 Verwendete Puffer

Tabelle 1: Zusammensetzung von 10x TBS

10x TBS
NaCl 1,5M
TRIS 0,5M
pH auf 7,8 eingestellt

Tabelle 2: Zusammensetzung von 10x MCBB

10x MCBB
NaCl 1,5M
TRIS 0,25 M
CaCl2 0,33 M
pH auf 7,8 eingestellt
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Tabelle 3: Zusammensetzung von 2x CTLR Riickfaltungs-Puffer

2x CTLR Ruckfaltungs-Puffer

NaCl 0,04 M
TRIS 0,1M
KCI 1,6 mM
L-Arginin 0,8 M
pH auf 8,3 eingestellt

Tabelle 4: Zusammensetzung des Lyse-Puffers

Lyse-Puffer

TRIS 0,05 M
MgCl2 0,02135 M (Joni MA: 10mM)
TritonX-100 0,1%

pH auf 7,5 eingestellt

Tabelle 5: Zusammensetzung des Denaturierungspuffers

Denaturierungs-Puffer

TRIS

0,1M

Guanidin-Hydrochlorid

6 M

pH auf 8 eingestellt

Tabelle 6: Zusammensetzung von 10x HBS

10x HBS

HEPES

250 pM

NaCl

1,5M

pH auf 7,4 eingestellt

Tabelle 7: Zusammensetzung von 10x MES

10x MES

MES

0,25M

NaCl

400 pM

pH auf 6 eingestellt
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Tabelle 8: Zusammensetzung des ELISA-Waschpuffers

500 mL ELISA-Waschpuffer

10x HBS 50 mL
Ultrareines Wasser 450 mL
5 M CaClz 500 pL
Tween 20 500 pL

Tabelle 9: Zusammensetzung des ELISA-Blockpuffers

50 mL ELISA-Blockpuffer

10x HBS 5mL
Ultrareines Wasser 450 mL
5 M CaCl2 50 L
Tween 20 50 yL
Bovines Serumalbumin 19

Die Puffer, welche in zehnfacher bzw. zweifacher Konzentration hergestellt wurden,
wurden in einfacher Konzentration verwendet und dazu vor Gebrauch 1:10 bzw. 1:1 mit
ultrareinem Wasser verdinnt. Fur die Einstellung des pH-Wertes der Puffer wurden
37% HCI (6 mol/l = 6 N) und 5 M NaOH verwendet.

2.5 Verwendete Medien fur die Expression

LB-Medium
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Tabelle 10: Zusammensetzung von M9-Minimalmedium

M9-Minimalmedium

10x M9-Salze 100 mL
20 % Glucose solution 20 mL
100 x Trace metal-Mix 10 mL
500 x Vitaminmix 2mL

1 M MgCl2 1 mL

1 M CaCl2 0,3 mL
1 M NaSOs4 1 mL
Kanamycin 1mL

Tabelle 11: Zusammensetzung der 10x M9-Salze

10x M9-Salze

Naz2HPO4 33,7 mM
KH2PO4 22 mM
NaCl 8,55 mM
NH4CI (N labeled) 9,35 mM

Tabelle 12: Zusammensetzung des 100x Trace metal-Mixes

100x Trace metal-Mix

FeCls 1 uM
ZnCl2 6,2 uM
CuCl2 760 nM
CoCl2 420 nM
H3BOs3 1,62 uM
MnClz 81 nM
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Tabelle 13: Zusammensetzung des 500x Vitaminmixes

500x Vitaminmix

Biotin 1 pg/L
Thiamin 1 pg/L
Riboflavin 0,5 ug/L
Niacinamid 0,5 ug/L
Pyridoxin-Hydrochlorid 0,5 pg/L
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3 Ergebnisse

Jede Aufreinigung an der FPLC liefert ein Chromatogramm Uber den gesamten Vor-
gang - vom Auftragen der Proteinlésung, Uber die Elution, bis hin zur erhaltenen Pro-
teinmenge (Abb. 6). Neben dem Vorhandensein von Protein konnen dem Chromato-
gramm auch weitere Parameter enthommen werden, die auf mdgliche Fehler oder
Probleme hinweisen. Proteine werden bei einer Wellenlange von 280nm detektiert (in
grun). Die Imidazolzugabe (Puffer B) zur Elution des Proteins wird als schwarze Linie
dargestellt, der Prozentanteil des Puffers wird schrittweise erhoht. Die Detektion des
Proteins durch den UV-Detektor erfolgt, wie sich gut im Chromatogramm erkennen
lasst, kurz nach Erhéhung des Imidazolanteils. In diesem Fall erfolgte die Elution der
Hauptmengen des Proteins (bei rund 3000 mAU) bei zwei verschiedenen Imidazolkon-
zentrationen. Am Schluss wird mit 100% Imidazol das restliche Protein von der Saule
geldst. Die Nummer A... gibt die Position der gesammelten Fraktion im Fraktionskollek-
tor an. Ab A1 werden die Fraktionen nach beginnender Elution gesammelt, alles, was
davor sichtbar ist, bezieht sich auf die Aufbringung der Probe auf die Saule. Hier wird
der Durchfluss, der ebenfalls gesammelt wird, vom Detektor angezeigt. Bindet das ge-
suchte Protein nicht auf der Saule, ware bereits hier die Absorption bei 280nm in einem
Bereich von etwa 3000 mAu. Anhand der Kurve wird entschieden, welche Fraktionen
ausreichend Protein enthalten und weiterverarbeitet werden. Zusatzlich wird in rot die
elektrische Leitfahigkeit angegeben — diese steigt beispielsweise bei Pufferzugabe und
kann als Parameter fir einen ausreichenden Waschvorgang herangezogen werden,
wenn sie auf null sinkt. Der Druck im System ist im Chromatogramm als hellblaue Linie
dargestellt, und wird beobachtet, um Schadigungen am Gerat vorzubeugen. Steigt er zu

hoch an, muss zum Beispiel die Flussrate reduziert werden.
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Abbildung 6: Chromatogramm von DC-SIGN CRD WT: in Grin = Absorption bei 280 nm; in
schwarz/stufenférmig = Erhéhung des Imidazolanteils zur Elution; bei rund 3000 mAU wurde ein groflRer
Anteil von DC-SIGN CRD WT, welcher von der Nickelsaule losgeldst wurde, vom Detektor detektiert (1.
und 2. hoher Peak); es ist ersichtlich, dass der 2. hohe Peak nach Erhéhung des Imidazolsanteil folgt;
auch nach den nachsten zwei Erhéhungen sind noch Anstiege in der Absorption zu beobachten; rot =

elektrische Leitfahigkeit; hellblau = Druck des Systems

3.1 Integration des Autosamplers

Die Integration des Autosamplers in die FPLC-Anlage erfolgte gemal der Beschreibung
in den Materialien und Methoden. Angeschlossen wurde der Autosampler an den S1
Port 1 der Probenpumpe der FPLC. Die Aufnahme der Probel6sungen erfolgte Uber den
Probenarm, Uber den vorhin beschriebenen Anschluss gelangten die Proben in das
System der FPLC. Die Softwares ChromLab und AScript, deren Kommunikation Uber
ein SIM erfolgte, wurden verwendet, um den Ablauf zu programmieren. Im Schritt ,/f
Position ... Go to Label”in AScript wurde die Anzahl der Durchlaufe des Protokolls, und
somit die Anzahl der Proben. Fir in diesem Fall neun Proben musste hier der Wert 10
eingetragen werden. In ChromLab war das Einfugen des SIM ein entscheidender
Schritt. Durch die erfolgreiche Integration des Autosamplers konnten in diesem Fall bis
zu neun verschiedene DC-SIGN CRD Mutanten, von denen jeweils pro Versuch bis zu
50 mL Proteinlosung verwendet wurden, nacheinander aufgereinigt werden (Abb. 7).
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Abbildung 7: iiberlagertes Chromatogramm von neun hintereinander aufgereinigten DC-SIGN
CRD Mutanten: in grin ist die Absorption bei 280nm angezeigt; die schwarze Line zeigt den Einsatz von
Puffer B (1M Imidazol) zur Elution an; somit ist ersichtlich, dass nach 30% Puffer B der GroRteil des ge-
wiinschten Proteins abgelést wurde, und vom UV-Detektor erkannt wird (y-Achse, ~2200 mAU), bei
100% Puffer B wird schlieRlich der Rest von der Saule geldst. Es ist gut erkennbar, dass die Chromato-
gramme der einzelnen Mutanten sehr ahnlich sind. Vor allem die Peaks der Proteinfraktion sind duf3erst
gleichformig in Hohe und Breite. Bei der Mutante T314S war in diesem Fall kein Protein vorhanden, der
Peak nach Zugabe von 30% Puffer B ist bei etwa 800 mAU ersichtlich.

3.2 DC-SIGN CRD - Ausbeute

Die folgende Tabelle (Tab. 14) gibt die Ausbeuten von DC-SIGN CRD und seinen Mu-
tanten aus all den durchgefiihrten Aufreinigungen in mg pro Liter Expressionskultur an.
Die Proteine wurden '*N-gelabelt, um HSQC-NMR durchfiihren zu kénnen. Die NMR-
Spektren haben gezeigt, dass alle Proteine richtig gefaltet waren (siehe Appendix, er-
gédnzende Abb. 10-19). Am Beispiel eines Chromatogramms von DC-SIGN CRD WT
wird die Aufreinigung an der FPLC dokumentiert und entschieden, mit welchen Fraktio-
nen weitergearbeitet wird (Abb. 6). Die restlichen Chromatogramme sind im Appendix

einsehbar (ergdnzende Abb. 1-9).
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Tabelle 14: Ausbeuten von DC-SIGN CRD und den Mutanten (in mg/L Kultur)

DC-SIGN CRD Ausbeute

WT 5,8 mg/mL
F359L 5,53 mg/L Kultur
W364F 5,4 mg/L Kultur
Q323A 7,48 mg/L Kultur
E358A 6,33 mg/L Kultur
F313A 7,6 mg/L Kultur
1376V 6,01 mg/L Kultur
N344Q 8,07 mg/L Kultur
T314S 4,66 mg/L Kultur
T314A 6,2mg/L Kultur

3.3 DC-SIGN ECD — Ausbeute

Die nachfolgende Tabelle (Tab. 15) gibt die Ausbeuten von DC-SIGN ECD und seinen
Mutanten aus all den durchgeflihrten Aufreinigungen in mg pro Liter Expressionskultur
an. Die ubrigen DC-SIGN ECD Mutanten wurden im Vorhinein von Hengxi Zhang (MDT
Group, University of Vienna) exprimiert und aufgereinigt. Die Aufreinigung erfolgte ma-
nuell Gber eine Mannan-Saule. Die Elution des Proteins erfolgte durch das Aufbringen
von 1x TBS + 5 mM EDTA auf die Saule. Mithilfe von Coomassie und des Bradfordrea-
genz wurden die gesammelten Fraktionen auf den Proteingehalt getestet. Protein-

enthaltende Fraktionen wurden vereint, dialysiert und anschliel3end aufkonzentriert.

Tabelle 15: Ausbeuten von DC-SIGN ECD und den Mutanten (in mg/L Kultur)

DC-SIGN ECD Ausbeute

WT 5,3 mg/mL
1I376A 9 mg/L Kultur
N344Q 0,59 mg/L Kultur
1376V 11 mg/L Kultur
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3.4 Auswertung der funktionalen HRP-Assays

Die beiden Assays wurden mit DC-SIGN ECD durchgefuhrt, da diese Tetramere bilden
und somit an die Mikrotiterplatte binden kénnen. Dies ist mit der CRD allein nicht mog-
lich.

3.4.1 Analyse des Biotin-Streptavidin-HRP-Assays

Mit diesem Assay wurde Uberpruft, ob DC-SIGN ECD Wildtyp und die Mutanten gleich
stark an die 96 well Platte gebunden haben. Es wurden Platten verwendet, an denen
bereits der HRP-Assay durchgeflhrt worden war. Als Referenz wurde 1x HBS + 5mM
CaClz verwendet. Der erste Antikdrper - CD209 DC-SIGN AB antihuman Biotin - wurde
verwendet, um an DC-SIGN zu binden. Das anschliel3end aufgetragene Streptavidin-
HRP-Konjugat, um an Biotin zu binden, und um mit der Zugabe von TMB-Substrat die
Farbreaktion durchfihren zu kénnen. Deren Absorption wurde bei 450 nm vermessen.

Pro Mutante wurden vier wells vermessen und daraus der Mittelwert gebildet (Tab. 17).

Tabelle 16: Mittelwert der Absorption bei 450nm von DC-SIGN ECD und den Mutanten. Der Mittelwert
von 1x HBS + 5 mM CaCl: ist als Referenz angegeben. Mittelwert der Absorptionen (ohne 1x HBS):
0,8364; Standardabweichung: 0,4657;

DC-SIGN ECD Mittelwert der Absorption bei 450nm
WT 0,6
T314A 0,6
E358A 0,2
N344A 1,5
F313A 0,2
M270F 1,5
Q323A 0,9
N344Q 1,4
F359L 1,1
W364F 0,8
T314S 0,4
1x HBS + 5 mM CacCl. (Referenz) 0,1
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Auf den ersten Blick ist ersichtlich, dass die verschiedenen Mutanten und der Wildtyp
deutliche unterschiedliche in der Absorption aufweisen (Tab. 16), und demnach auch in
unterschiedlicher Menge an die Platte gebunden haben. Zusatzlich gehort erwahnt,
dass schon der Background (1x HBS + 5mM CacClz) ein Signal von 0,1 gibt. So weisen
die Mutanten E358A und F313A die schwachste Absorption auf, nur doppelt so hoch
wie die Referenz 1x HBS + 5 mM CaClz. Im Vergleich dazu zeigt M270F trotz der nur
halben aufgetragenen Konzentrationen mit einer Absorption von 1,5 den héchsten Wert,
gemeinsam mit N344A. An dritter Stelle liegt N344Q mit 1,4. SchlieRlich folgt F359L mit
1,1 und danach mit Q323A die andere Mutante, die nur in halber Konzentration ver-
wendet wurde. Sie weist immer noch eine viereinhalb Mal so hohe Absorption wie
E358A und F313A auf. Der Wildtyp und T314A zeigen beide einen Wert von 0,6, wah-
rend T314S mit 0,4 schwacher bindet. Der Mittelwert aller Mutanten und des Wildtyps
(ohne 1x HBS + 5 mM CaCl2) betragt gerundet 0,8364, liegt also in etwa zwischen
W364F und Q323A. So Iasst sich feststellen, dass Wildtyp und Mutanten in unterschied-
lichen Mengen an der Platte immobilisiert wurden, was wiederum Auswirkung auf die

Berechnung des ECso-Wertes haben konnte.

3.4.2 HRP-Assay

Der HRP-Assay wurde durchgefihrt, um die ECso zu ermitteln und die erhaltenen Er-
gebnisse von DC-SIGN ECD und den Mutanten anschlieliend vergleichen zu kdnnen.
Nach Immobilisierung von DC-SIGN WT und der Mutanten wurde HRP zugegeben und
eine 1:1 Verdunnung erstellt. Durch die Zugabe von TMB Substrat wurde eine Farbre-

aktion erzeugt, deren Absorption bei 450nm vermessen wurden.
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Abbildung 8: HRP-Assay: Nonlin-fit, log(agonist) vs. Response (three parameters); aufgetragene Kon-
zentration der Mutanten = 50 pg/mL, 100 uL/well
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Abbildung 9: HRP-Assay 2: Nonlin-fit, log(agonist) vs. Response (three parameters); aufgetragene
Konzentration der Mutanten: 25 pyg/mL, 100 pL/well
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Tabelle 17: ECso-Werte (in ug/mL) und R? von DC-SIGN ECD und den Mutanten, basierend auf dem
HRP-Assay; Mittelwert der detektierten ECso-Werte: 1,1088 ug/mL; Standardabweichung: 1,1129;

DC-SIGN ECD ECso (ug/mL) R?
T314A 3,2 0,96
E358A nicht detektierbar

N344A 1,3 0,99
F313A 0,2 0,97
M270F 0,04 0,99
Q323A 0,03 0,99
N344Q 1,7 0,99
F359L 2,2 0,95
W364F nicht detektierbar

T314S nicht detektierbar

WT 0,2 0,98

ECs, (png/ml)

T314A N344A F313A M270F Q323A  N344Q F359L DCS ECD
DC-SIGN ECD WT

[\%]

Ceo ( Hgfml)

Abbildung 10: Diagramm der ECso-Werte von DC-SIGN ECD und seinen Mutanten: DC SIGN ECD
E358A, W364F und T314S waren nicht detektierbar.

Vergleicht man die Immobilisierung (Tab.16) nun mit den ECso-Werten aus dem HRP-
Assay (Tab. 17, Abb. 10), lasst sich abschatzen, ob diese Werte von der an die Platte
gebundenen Proteinmenge abhangig sind. Die deutlich niedrigsten ECso-Werte zeigen
jene Mutanten, die nur in halber Konzentration aufgetragen wurden: Q323A und M270F
(Abb. 9). M270F war auch jene Mutante, die am besten an die Platte gebunden hatte.
Q323A zeigt den niedrigsten ECso-Wert, der Wert aus dem Immobilisierungs-Assay liegt
zwar im Mittelbereich, jedoch wurde aber auch nur in halber Konzentration aufgetragen.
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Den nachstniederen Wert besitzt dann der Wildtyp, trotz durchschnittlicher Immobilisie-
rung. Die Mutante F313A weist zwar eine schlechte Bindung an die Platte auf, jedoch
auch einen niederen ECso-Wert (0,2). Hier zeigt sich, dass moglicherweise keine Korre-
lation zwischen immobilisierter Proteinmenge und ECso-Wert besteht. Als nachstes fol-
gen mit N344A und N344Q jene Mutanten, welche die zweit- und dritthdchste Bindung
an die Platte aufweisen. Die ECso-Werte liegen bei 1,3 pg/mL und 1,7 pyg/mL. F359L
rangiert sowohl bei ECso, als auch bei der Immobilisierung gleich dahinter. Die Mutante
T314A zeigt mit 3,2 pg/mL den nachsthoheren Wert, was eigentlich auch mit der
schwacheren Bindung der Mutante an die Platte korreliert. Die ECso-Werte von T314S,
W364F und E358A liegen in einem 100 — 100000 mal héheren Bereich, im Vergleich zu
allen anderen Mutanten. In diesen Fallen ist eine Bindung nicht mehr nachweisbar.
E358A zeigt auch bei der Immobilisierung den schlechtesten Wert, T314S weist dort
den drittniedrigsten auf. Abschlieend lasst sich flr bestimmte Mutanten wohl eine Kor-
relation zwischen Immobilisierung und ECso-Wert erkennen — gute Proteinbindung an
die Mikrotiterplatte fuhrt zu einem niederen ECso-Wert, wie es zum Beispiel bei M270F
der Fall ist. Die Mutanten N344A, N344Q und F359L zeigen trotz besserer Bindung
zwar nicht die niedersten ECso-Werte, rangieren aber zumindest in Relation zueinander.
Beim Wildtyp und bei F313A ist keine Korrelation ersichtlich. Bezuglich der Mutante
Q323A (niedrigster ECso-Wert) kann man maoglicherweise auch von leichter Korrelation
sprechen, da die Immobilisierung eher im oberen Bereich ist, jedoch auch nur eine

Konzentration von 25 pg/mL aufgetragen wurde.
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4 Diskussion

Hauptaugenmerk dieser Arbeit war die Integration eines Autosamplers in das System
der FPLC. Der Hintergedanke dabei war, die Aufreinigung von DC-SIGN CRD und sei-
nen Mutanten zu erleichtern und nacheinander eine groRere Menge von verschiedenen
Mutanten in einem Prozess aufreinigen zu kdonnen. Dies war notwendig, da fur die
Durchfihrung von NMR-Experimenten eine grolRe Menge von DC-SIGN erforderlich
war. Das Aufsetzen eines erfolgreichen Protokolls schafft hier Abhilfe, jedoch ist das
System auch gewissen Grenzen ausgesetzt, beziehungsweise gibt es weiteres Verbes-
serungspotential.

Die DC-SIGN Mutanten wurden durch Veranderung einer einzelnen Aminosaure er-
zeugt. Dies geschah an vielversprechenden Positionen, die moglicherweise interessan-
te Auswirkungen auf das Protein haben. Diese kdnnen die Funktion oder Struktur be-
treffen. So wirde eine mogliche Modulierung der allosterischen Bindungsstelle ein viel-
versprechendes Ziel fir weitere Nachforschungen darstellen, da davon auch beispiels-
weise die primare Bindungsstelle, die Konformation und Bindungsaffinitaten betroffen
sind. Mit diversen Assays lassen sich wichtige Parameter, wie zum Beispiel die ECso,
berechnen und somit der WT und die Mutanten vergleichen. Dadurch erhalt man die
Moglichkeit zu erkennen, welchen Mutanten mehr Potential fir weitere Nachforschun-

gen eingeraumt werden kann.

4.1 Autosampler

Die Integration des Autosamplers bringt den Vorteil der automatischen Aufreinigung
mehrerer unterschiedlicher Proteinproben hintereinander mit sich, ohne dazwischen
Anderungen am Gerat vornehmen zu missen. Dies erweist sich als hilfreich, wenn fiir
weitere Experimente, wie in diesem Fall zum Beispiel NMR, gewisse Proteinmengen
erforderlich sind. Durch Upscaling lieRen sich vermutlich noch weitere Verbesserungen
vornehmen, welche die Aufreinigung und folgende Arbeitsschritte erleichtern. So konnte

55



man beispielsweise als nachsten Schritt die Proteinldsung nach der Aufreinigung mittels
IMAC Uber die Nickel-Saule nicht sofort in Fraktionen sammeln, sondern Uber eine wei-
tere Saule laufen lassen. Die Nachschaltung einer Desalting-Saule kdnnte genutzt wer-
den, um das Imidazol aus der Proteinlésung zu entfernen. Hiermit kdnnte man sich die
zeitaufwendigen Dialyseschritte der Proteinfraktionen ersparen (Dauer: zwei Durchgan-
ge, mindestens vier Stunden). Fur diese multi dimensional chromatography mussen
jedoch auch die technischen Voraussetzungen an der FPLC gegeben sein. Es muss
gewahrleistet sein, dass die Proteinldsung, beziehungsweise die entsprechenden, Pro-
tein enthaltenden Fraktionen direkt nach der IMAC-Saule auf die Desalting-Saule ge-
langen. Dies kénnte geschehen, indem die Proteinldsung tber ein Column switching

valve auf die nachfolgende Saule gepumpt wird. (Abb. 11)

| | { | |
—F _ __-..'-.‘:'_' __.,:r“:..;_u‘!f{:,?n_.._¢ H-..r ___-.1'....
6 el 7 s 7 s g gp m'..;.'

Abbildung 11: NGC Discover 10 Pro System mit einem zusétzlichem Column switching valve: 1 =
buffer blending valve, 2 = buffer inlet valves, 3 = System Pumps, 4 = sample inlet valve, 5 = Sample
Pump, 6 = sample injection valve, 7 = Column switching valves, 8 = Multiwavelength Detector with in-
tegrated conductivity monitor, 9 = pH module, 10 = outlet valve, 11 = BioFrac fraction collector.
(https://bioprocessintl.com/downstream-processing/chromatography/automated-purification-of-native-and-

recombinant-proteins-using-multidimensional-chromatography/)

Fehlt jedoch diese Einheit, kdnnte sich die Durchfihrung komplexer darstellen. Die Pro-
teinldsung musste hierbei wohl Uber ein Sample Loop zurlick zur Sample Pump zurlck-
gebracht werden, und anschlielRend auf die nachste Saule aufgebracht werden. Zu be-
achten ist in diesem Fall, dass an der Sample Pump der Port gewechselt werden muss,
damit die richtige Saule eingestellt ist. Moglicherweise misste man in diesem Fall zwei
Durchlaufe im Method Editor planen. Im zweiten wirde dann die Probe aus dem Samp-

le Loop auf die andere Saule aufgetragen werden.

56


https://bioprocessintl.com/downstream-processing/chromatography/automated-purification-of-native-and-recombinant-proteins-using-multidimensional-chromatography/
https://bioprocessintl.com/downstream-processing/chromatography/automated-purification-of-native-and-recombinant-proteins-using-multidimensional-chromatography/

Weitere limitierende Faktoren fur eine Aufreinigung in groRerem MalRstab kdnnten die
Zeitdauer und Volumina der Proben und auch von Puffern sein. In den meisten Fallen
dauerten Aufreinigungsvorgange mit unserem Gerat fur ein Protein je nach Proben-
menge eineinhalb bis zwei Stunden. Zu beachten ist, dass die Flow Rate fur das Auf-
bringen der Proteinlésung unter 5 mL pro Minute liegt. Fur eine grolere Anzahl ver-
schiedener Proteine summiert sich hier die Zeit enorm, wenn man eine bestimmte Pro-
benmenge verwenden will, um eine entsprechende Ausbeute zu erzielen. Da durch eine
hdhere Flow Rate das System moglicherweise einem zu hohen Druck ausgesetzt sein
kann, lasst sich dadurch die Laufzeit nicht verklirzen. Hierfir kommt als einzige Mog-
lichkeit wohl eine geringere Probenmenge in Frage. Fir eine grolRe Anzahl von Proben
mit einem Standardvolumen kann vermutlich ein ganzer Tag zur Aufreinigung einge-
plant werden. Selbstverstandlich kann man das Gerat Uber Nacht arbeiten lassen, je-
doch im Falle eines auftretenden Problems nicht eingreifen. Zusatzlich ist zu beachten,
dass pro Aufreinigung gewisse Puffermengen erforderlich sind. Umso mehr Proteine
aufgereinigt werden, desto groRere Puffervolumina mussen zur Verfligung gestellt wer-
den. AulBerdem muss beachtet werden, dass die Saule zwischendurch neu mit Nickel

beladen werden muss, um eine effiziente Aufreinigung zu gewahrleisten.

4.2 HRP-Assay und Biotin-Streptavidin-HRP-Assay

Betrachtet man die Werte aus den durchgefiihrten Assays und stellt die Absorptions-
werte den ECso-Werten gegenuber, lasst sich fur bestimmte Mutanten eine Korrelation
zwischen Immobilisierung und ECso-Wert erkennen. Im Grunde bedeutet dies, dass ei-
ne gute Bindung des Proteins an die Mikrotiterplatte zu einem niederen ECso-Wert flhrt.
Fir die Mutante M270F ist dies wohl der Fall. Die Mutanten N344A, N344Q und F359L
zeigen trotz besserer Bindung zwar nicht die niedersten ECso-Werte, rangieren aber
zumindest in Relation zueinander. Beim Wildtyp und bei F313A ist keine Korrelation
ersichtlich. Bezlglich der Mutante Q323A (niedrigster ECso-Wert) kann man mdglicher-
weise auch von leichter Korrelation sprechen, da die Immobilisierung eher im oberen
Bereich ist, jedoch auch nur eine Konzentration von 25 ug/mL aufgetragen wurde. Die
ECso-Werte von T314S, W364F und E358A liegen in einem 100 — 100000mal hoheren
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Bereich, im Vergleich zu allen anderen Mutanten. In diesen Fallen ist eine Bindung nicht
mehr nachweisbar.

Dadurch, dass die Mutanten jedoch in unterschiedlicher Starke an die Platten gebunden
haben, ist der Assay nicht optimal fur deren Vergleich geeignet. Stattdessen konnten in
diesem Fall andere Methoden, wie zum Beispiel surface plasmon resonance (SPR),
Anwendung finden. Kénnte man gewahrleisten, dass alle Mutanten gleich gut binden,
lieRen sich auch die Ergebnisse und Aussagen daruber besser vergleichen.

Im Vergleich mit dem WT haben in den durchgeflihrten Assays die Mutanten unter-
schiedliche Ergebnisse geliefert. Dies kdnnte auch Hinweise darauf geben, an welchen
Positionen Veranderungen in der Aminosauresequenz besonders interessant sind. Ab-
schlieRend lasst sich sagen, dass weitere Nachforschungen von Noéten sind, um die

verschiedenen Mutanten im Vergleich zum WT besser einordnen zu kdnnen.
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Appendix
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Ergédnzende Abbildung 1: Chromatogramm von DC-SIGN CRD E358A: in grun ist die Absorption bei
280nm angezeigt; die schwarze Line zeigt Einsatz von Puffer B (1M Imidazol), dessen Anteil schrittweise
erhdht wird, zur Elution des Proteins an.
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Ergédnzende Abbildung 2: Chromatogramm von DC-SIGN CRD F313A: in griin ist die Absorption bei
280nm angezeigt; die schwarze Line zeigt Einsatz von Puffer B (1M Imidazol), dessen Anteil schrittweise
erhoht wird, zur Elution des Proteins an.
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Ergédnzende Abbildung 3: Chromatogramm von DC-SIGN CRD F359L: in grin ist die Absorption bei
280nm angezeigt; die schwarze Line zeigt Einsatz von Puffer B (1M Imidazol), dessen Anteil schrittweise
erhoht wird, zur Elution des Proteins an.
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Ergédnzende Abbildung 4: Chromatogramm von DC-SIGN CRD 1376V: in griin ist die Absorption bei

280nm angezeigt; die schwarze Line zeigt Einsatz von Puffer B (1M Imidazol), dessen Anteil schrittweise
erhéht wird, zur Elution des Proteins an.
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Ergédnzende Abbildung 5: Chromatogramm von DC-SIGN CRD N344Q: in grin ist die Absorption bei

280nm angezeigt; die schwarze Line zeigt Einsatz von Puffer B (1M Imidazol), dessen Anteil schrittweise
erhoht wird, zur Elution des Proteins an.
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Ergédnzende Abbildung 6: Chromatogramm von DC-SIGN CRD Q323A: in grun ist die Absorption bei
280nm angezeigt; die schwarze Line zeigt Einsatz von Puffer B (1M Imidazol), dessen Anteil schrittweise
erhoht wird, zur Elution des Proteins an.
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Ergédnzende Abbildung 7: Chromatogramn;"v.(')ﬁ bC-SIGN CRD T314A: in grin ist die Absorption bei
280nm angezeigt; die schwarze Line zeigt Einsatz von Puffer B (1M Imidazol), dessen Anteil schrittweise
erhoht wird, zur Elution des Proteins an.
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Ergédnzende Abbildung 8: Chromatogramm von DC-SIGN CRD T314S: in grun ist die Absorption bei
280nm angezeigt; die schwarze Line zeigt Einsatz von Puffer B (1M Imidazol), dessen Anteil schrittweise
erhoht wird, zur Elution des Proteins an.
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Ergdnzende Abbildung 9: Chromatogramm von DC-SIGN CRD W364F: in griin ist die Absorption bei

280nm angezeigt; die schwarze Line zeigt Einsatz von Puffer B (1M Imidazol), dessen Anteil schrittweise
erhdht wird, zur Elution des Proteins an.
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Ergédnzende Abbildung 10: 15N HSQC NMR spectrum of 100 uM DC-SIGN CRD WT in the presence
of 10 mM CaClI2 in MES buffer at pH 6.
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Ergénzende Abbildung 11: TSN HSQC NMR spectrum of 100 uM DC-SIGN CRD E358A in the
presence of 10 mM CaCl2 in MES buffer at pH 6.
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Ergédnzende Abbildung 12: 15N HSQC NMR spectrum of 100 uM DC-SIGN CRD F313A in the
presence of 10 mM CaClI2 in MES buffer at pH 6.
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Ergédnzende Abbildung 13: 15N HSQC NMR spectrum of 100 uM DC-SIGN CRD F359L in the
presence of 10 mM CaClI2 in MES buffer at pH 6.
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Ergédnzende Abbildung 14: 15N HSQC NMR spectrum of 100 uM DC-SIGN CRD I376V in the
presence of 10 mM CaCl2 in MES buffer at pH 6.
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presence of 10 mM CaClI2 in MES buffer at pH 6.
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Ergédnzende Abbildung 15: 15N HSQC NMR spectrum of 100 uM DC-SIGN CRD M270F in the
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presence of 10 mM CaClI2 in MES buffer at pH 6.
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Ergédnzende Abbildung 16: 15N HSQC NMR spectrum of 100 uM DC-SIGN CRD N344Q in the
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Ergédnzende Abbildung 17: 15N HSQC NMR spectrum of 100 uM DC-SIGN CRD T314A in the
presence of 10 mM CaClI2 in MES buffer at pH 6.
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Ergédnzende Abbildung 18: 15N HSQC NMR spectrum of 100 uM DC-SIGN CRD T314S in the
presence of 10 mM CaCl2 in MES buffer at pH 6.
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Ergédnzende Abbildung 19: 15N HSQC NMR spectrum of 100 uM DC-SIGN CRD W364F in the
presence of 10 mM CaClI2 in MES buffer at pH 6.
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